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ma. 
Ni reconocimiento para e l  Institute Nacional &e Par- 
macologfa y Bromatologfa, por habeme otorgado una beoa de 
irrioiaoi6n que me permiti6 l l evar  a cab0 parte de este e s t s  
presente trabajo se aborda 
usual en e l  Departamento y que a610 ha sido enoarado por  laboratorios 
espeoial.izados en 10s a t i m o s  diez afios: e l  estudio de sistemas de po- 
lisac&ridos. 
En gene& e l  estudio de polisac6rjdos ha oomistido en e l  ai.2 
lamiento de una sustancia, l a  demostraoidn de su  homogeneidd y, hasta 
donde fuera posible, l a  deteminacibn de su estruotura. Este enfoqus, 
si bien ha sido frwdiffero dado que en 61 se basa todo l o  que se cono- 
ce sobre estos polheros,  resulta extremadamente sLmpEsta y como t a l  
En e l  oaso de poLisac6ridos "diffoi les de ex+raerI1 nunoa se 
t i e m  l a  seguridad de que e l  producto obtenjdo y sobre e l  que se  Uevg 
r6n a cabo l a s  de tednac ionss  estruoturales, no sea ua artefaoto pro- 
dwido durante l a  llextraooibnu o pos3erior llptmifioaai.bn". En esfe se2 
t ido es  bien conooido que l a  extraccibn de algunos polisac4ridos ilzoo- 
luom l a  modificaci6n o destruooibn de l a s  es t rwturas  de l a s  cuales 
e l  misno fomaba parte; un oaso extremo se enouerrtra en l a  exbraocibn 
de lag hemioelulosas previa deslignificaaj 6n del material oxiginal. 
P o r  ot ra  parte, l a  obsesidn del qdmico por t rabajar  oon pro- 
d u c t ~ ~  "purosll l e  ha llevado muchas veces a desoomponer una sustancia 
en 10s intentos de purrifioarla. Es freouente enoontrar en l a  l i tera tu-  
11 ra c i t a s  donde se menoionan 10s esfuerzos, por e jemplo, para puxif$- 
carH un polisac&do de una lloontaminaoibn proteical1, y que, ouando 
exitosos, p o r  l o  general implicaban l a  desoomposioidn de una glicopro- 
tefna. 
Frente a estos heohos y conbando oon e l  cauddL ds oonooimierk 
fos obtexxidos mediante l a  metodologfa cl&sica, l a  %endencia aotual e s  
( O )  En& l ~ d a , y s a W 6 1 d B l o s n l w d D 1 r l r b n ( 4 e l ~ p l f d & ~ ~ d B 1 . ~ M -  




profundizar e l  estudio ae estos poLfmeros txatando de det erminar lag 
estructuras nativas y l a s  interconexiones entre aquellos que se emu.eG 
t r e n  asociados, es decir, e l  estudio de 10s denominados "sistemas de 
poUsac&5  do^^^. Mchos sistemas pueden cornsponder a conjuntos de po- 
Zisac&x% dos relacionados por urn estructura b6sica variante, aomo en 
e l  oaso de 10s oarragenanos, o s e r  asooiaoiones reales en l a s  ouales 
10s poumeros interaccionan por uniones polares o se encuentran unidos 
cmslentemente ; en este u t i m o  caso se l lega al oomepto de estructu- 
ras. A este respecto mexece dostacarse que s d l o  existe un estudio sis- 
-
tem&tioo de una estruotura molecular: e l  de l a s  paredes oelulares p d -  
maxias aisladas de d l u l a s  de Acer pseudoplatanus, realizado p o r  A l b e ~  
s h e d  y 001. en 10s primems aEos de l a  presente d6cada. 
E l  tema de este trabajo de Tesis se p1arrtetj oomo una profundi- 
zaci6n de 10s oonocLmientos sobre 10s polisaohidos omponentes de La 
semilla & l a  leguminosa Gleditsia tdacanthos . 
Dado que se tenfan snteoedentes, a t raves de 10s trabajos ma- 
lizados en este m i s m o  Laboratorio, sobre 10s productos obtenidos por  
extracci6n acuosa, se decidid estudiar 10s polisao&ridos remanentes en 
e l  ~cesiduo. Si  bien no existfan refereuoias inmediatas de trabajos SO- 
bre es te  t i p o  de semillas se supuso, en base a l a  experiencia general., 
que se  a is larfan sustancias pdcticas y hemicelulosas. Cada una de es- 
t a s  clases de polisac6rtdos se enouentran como memlas de distintos 
oomponentes y usualmente se estudian por  soparado. Sin embargo no exig 
t e  una separaoi6n neta entre 10s mismos, ya sea de %ipo estructlrral dg 
bid0 a gue 10s rasgos es t ructwales  secundarios se  oonfunden, o de ti- 
po operative en razdn de que 10s m4todos de extxaccidn pueden s e r  oomu 
n e ~  . 
- Por este motivo se resolvi6 oomiderar al oonjun%o de produc- 
"kgs ' ~b ten idos  por extxaooi6n en medio aloalino del residuo remamnte 
de l a  extraccibn aouosa (suma de l a s  posibles sustamias pectioas y he - 
micelulosas o polisac6ridos eguivalentes) como un flsistena de p o l i ~ a c &  
ridostl g estudiarlos desde ese punto de vista.  
E l  hecho de que l a s  paredes tie las c&lulas Be1 endospema y 
del embridn fueran primarias hizo inneoesario un pmoeainiento previo 
de desUgnifioaci6n oon l a s  oonsiguientes ventajas en l o  que respecta 
a1  estado nativo del sistena. La extxaccibn en medio alcallno suporda 
un prooeso destructive oomo firxica f orma de solubillzar 10s fragnentos 




ya que ae desoondan laa  oaractedst ioas de l  sistema, fue minimizada 
tomaniio l a s  precauoiones usuales , 
S-o-. ps$qs bases se ixxici6 e l  t rabaj  o y 10s pr9mem resulta- 
dos indids3?02i qiS: (1) e l  sistema era muctho m6s complejo de l o  previs- 
to ,  tanto  en oomposfoi6n oomo en l a s  relaciones entre 10s oamponentes, 
y similar, por  l o  menos en oomplejiaad, a l a  estruotura descrjpta para 
l a s  paredes celulares d.e Aoex pseudoplatanus; ( 2 )  se e x t d a n  oantida- 
deS oonsiderables de protefnas y en consecuenoia se presentaba l a  dis- 
;yuntLva de purjf ioar  e l  sistema eI.iana,ndo l a  1100ntaminaoi6n proteica" 
oon e l  peligro de produoir adefaotos,  o estudiarlo oomo t a l  oon l a s  
limitaciones que l a  oomplejidad impondda. Se el igid l a  segunda opciba 
oon e l  objeto de obtenex oonooimientos aunque m a s  Umitados, m6s f ie-  
l e s  a1  sistena orlginal; (3) l a  degradacidn produoida por  e l  me d i o  al- 
calino afeotaba tanto a 10s polisac6ridos oomo a l a s  protefnas y prod& 
cfa cantidadas c~onsidembles de fragnentos de bajo peso moleoular. EL 
empleo de l a  d i&s i s  para l a  neutralizauibn pemAti6 e U m i ~ x  l a  ma- 
yor parte de estos fragmentos y estudiar 10s de mayor t a m d o  y por Lo 
tanto m6s representatives ; aunque , oomo contraparlie, 10s rendim5entos 
ba jaron ddsticamente, afect6naose l a  reproducibilidaci de 10s m i s m o s ,  
A p a f i r  de este pun%o y teniendo presente este panarama, e l  
estudio del sistema de p o ~ s a c b r i d o s  se enoard con t o b s  l a s  t6omcas 
dispoaibles y a -braves de ia metodolggfa que se  desoribe a l o  Largo 
de1 trabajo, Sin embargo, e l  no habex podido disponer de una de l a s  hg 
rranrientas m a s  d t i l e s  en este t ipo  de estudios, esto es l a  a ~ l i o a c i 6 n  
oombinada de l a  orosnatograffa gaseosa y l a  espectrometda de masas, 
s i n  l a  oual es  imposible in tentar  10s estuaios de metilacidn de mez- 
olas extremaaaznente oomplejas de azkares  parcialmente metilados oomo 
l a s  que se producen en estos sistemas, determ;ind que parbe del trabajo 
msul ta ra  inoompleto y qus muohas de l a s  deduccjonss no hayan podLdo 
s e r  oodirmadas, 1 
Oomo bdanoe, puede afimarse que 10s resultados, si bien es- 
t&n limitados por l a  cmplejidad del problems, son alfamenbe positives 
ya que perniten fomarse una idea bastante amp13-a y detdlada de un 
slstema de polisac6x%dos no estudiado hasta e l  momento. 
xl 
ya q~ se desoonodan Las oaractedst ioas  del sistema, fue minsiaizada 
t omando l a s  precauoi oms usuales . 
Sobre estas bases se irxici6 e l  trabajo y 10s primems =sultan 
dos indioaron que : (1) e l  sistema era mucho m&s oomple j o de l o  previs- 
t o ,  tanto  en oamposioibn como en l a s  relaciones entre 10s oamponentes, 
y similar,  por l o  menos en oomple jidad, a l a  e ~ t r u c t u r a  descrj-pta para 
l a s  parades o e l d a r e s  de &er ~seudoplatanus; ( 2 )  se extrafan oantida- 
des oovlsiderables de proteinas y en consecuenoia se  presentaba l a  die- 
yuntiva de p u r i f i o a r  el. sistema elininando l a  tlo~ntaminaoi6n pxoteiczl' 
oon e l  peligro de produoir adefactos ,  o estudiarlo oomo t a l  oon l a s  
limitaciones que l a  oomple jidad impondrla. Se e l ig i6  l a  segunda opci6xl 
00% e l  ob jeto de obtener oonooimientos aunque mds Umitados, m&s fie- 
l e s  a1  sistena oxi.@nal; (3)  l a  degradacibn produoida p o r  e l  med3.o al- 
oalino afectaba tanto a 10s poljsac&ridos oomo a l a s  protefnas y prod& 
cfa cantiaades comiderables de fragmentos de bajo peso molecular. EL 
empleo de l a  d i r n s i s  para l a  neutralizaoibn pemi.ti6 eUminar l a  ma- 
yor parte de estos fragmen'cos y estudiar 10s de mayor tamafio y p o r  l o  
tanto m6s representatives; aunque, como contraparbe, 10s rendimientos 
ba jaron &&sticamente, afecthdose l a  reproducibilida6. de 10s m i s m o s  . 
A p a f i r  de este punto y terxiendo presente este panmama, e l  
estudio del sistema de polisaodridos se encard con t odas  l a s  tkcnioas 
disponibles y a t r a v 6 ~  de ia metodolqgfa quo se desoribe a l o  largo 
del t rabaj  0. Sin embargo, e l  no habex podido disponer de una de l a s  hg 
rramientas m 8 s  titiles en este t i p o  de estudios, esto es  l a  aplioaci6n 
oombinada de l a  orcunatograffa gaseosa y l a  espectrometrfa de masas, 
s i n  l a  oual es imposible in tentar  10s estudios de metilaori6n de mez- 
olas exbremadmente oomplejas de azbares  parcialmente metilados oomo 
laa que se produoen en estos sistemaa, aetermind que parte del trabajo 
resulfaxa inoompleto y que muchas de l a s  deduc&oms no hsyan podido 
s e r  oonfimnadas, 
Como balanoe, puede afimarse que 10s resultados, s i  bien es- 
t h  limitados pox l a  omplejidad del problems, aon altamerrte positives 
ya que p e d t e n  f omarse una idea bastante amplia y detaLlada de un 
sistema de polisac6rldos no estudiado hasta e l  momenta. 
- .  
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I N D I C E  D l 3  F I G U R A S  
I N D I C E  D E  T A B L A S  

mas y Gimnospermas. 
Las Angiospemas oomprenden aos clases : l a s  Monoootileddneas y 
l a s  Dicotiled6nsas, segfin posean p l h t u l a  con uno o dos cotiledones, 
respectivamente . 
Dentro de l a s  Monocotiledbneas, l a  familia de l a s  Gramfneas ha 
sido l a  m6s estudiada &sde e l  punto de v i s t a  qufmico debido a s u  i m -  
portancia econbmica, espeoialmente en l o  que hace a l a  oomposici6n de 
l a s  semillas. 
Entre l a s  Dicotiledbneas, en e l  orden de l a s  Rosales, enoontra- 
mos l a  familia m6s importante de l a s  Angiospermas: l a s  Leguminosas. 
Desde e l  punto de r i s t a  eoon6mioo suministra una gran va..riedad de pro- 
ductos para l a  aliment acidn, principalmente de semjllas, aplioaciones 
de t ip0  indus t r ia l  y medicinal, y para forraje y forestaci6n. Desde e l  
punto de ~ s t a  bot&nico y taxon6mico se destaca p o r  e l  elevado n h r o  
de espeoies que presenta y l a s  caraotedst icas  de l a s  mismas. 
La Tabla 1 hace referencia a l a s  legmxinosas eoon6miomente im-  
portantes, l a  mayorfa de l a s  cuales, espontheas o oultivadas, se aprg 
vechan en l a  Argentina. Es interesante destaoar oomo rouchas legmino- 
sas,  entre e l l a s  l a  Gleditsia triacanthos, presentan var ias  utilidades. 
A l a s  Leguminosas, subfamiI3.a de l a s  Cesalpinioi deas, perbeneoe 
e l  genera Gleditsia ( ~ u r k a r t ,  1952). Comprende m6s de quince especies 
de 6rboles dioicos o polfgamo dioicos, de f lores pequeiias, con ho  jas 
pinadas y bip in idss  a l a  vez. Su amplia distribucidn mundial es ind ics  
t iva  de una gran antigtiedad geol6gica. 
La Gleditsia triacanthos, originaria de l a  pa&e este de 10s ES- 
tados Unidos, se ha difundido en l a  Argentina principalmente en l a  zo- 
na agdoola y ganadera de Buenos Aires, Santa Pe y C6rdoba. ES caduDi- 
fo l i a ,  de r6pido crecimiento, rnuy resistente a1 f r f o  y rfistica en cuag 
t o  al suelo y a l a  sequfa. Se l a  conoce como "acacia negrati. Se presta 
para arbolar cal les,  f omar cercos y montes de abfigo y da madera de 
srano grueso, resissente, - muy durable en oontacto oon e l  suelo y por 
l o  tanto  usada para poates de dambrado, ruedas, r ie les  y en const2uc- 
ciones. LEIS eapinas, ramificadas y poderosas (Figura 1 ) ,  son un incon- 
veniente para e l  uso, s d v o  en e l  aaso de oercos vivos. En lugares fa- 
v o r a b l e ~  (Buenos Aires, ~drdoba) ,  l a  Glettitsia triacanthos se reprodu- 
ce en abundancia por semrillas. 
Las vainas madwas (Figura I ) ,  de 20 a 40 em. de longitud, ne- 
gras y algo retorci. das, son LEI forraje aLudUar ( l a  p a p a  oontiene un 
25 $ de azficares). En e l  oeste de C6rdoba cmce y fructif'ioa muy bien. 
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Anthyllis vclnerariu Lespedez~ sfriafa 
Gl~ditsiu triacanthos Medicogo sot ivo 
Lothyrus sot~vus Mdifofus oiba 
L ofus c~nicuiatus Qnobryehis vicif f olia 
A1 Leguinlnosas t dnicas y tintdraas 
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Acucra meornsri Indigofwa frnclofio 
Acacio dwlbdfa 
0 )  Legurninasas oleaginosas y iap-i-iin~sas usadas en perf urneri a 
Acacia fcrrnasicma Dypferix odwata Tumurindus tndica 
Arach~s hyp~gaea Glycine max T r  igond la foenum-grae cum 
Wymeno-ea cPurhwi4 
Myroxylon bdsc~afrm 
Gledits to lria can f h s  
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Cassio acvfifolia Caronilla emerus 
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Acocib mdonoxylon ' . - J n - L  . Giedits~a aI;;drphordes 
Albizio iebbeck Gieditsk trtacmthos 
Dalbergiu iafifolia Hy rnenaeo courbaril 
Daibergicl nigro Per icopsis mtloniana 
V I. LEGUF]1INOSAS ORNAMENTALES 
Acacia deaibato EryftFrina cristcl-galii i upinus palyph~lfus 
' G erc~s si~iquastrirrn Gieditsiu triocan thos Mimosa pub- 
Co luf eo arkescens Laburnurn mgyroides 56@3r~ &$20Izfw 
Cy ~ ~ S U S  s W ~ W ~ U S  f ~thyrus  0 d w f f o f ~ ~  W I S ~ W ~ U  c~&~@Rs~s 
VfI  . L EGUMNOSAS INSECT tCSDAS 
Derris eliipf ica Pachyrrhizvs erosus Pifcr'dW wy*rb@ 
F onchocwpus nicou 
I 
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I ~ B B  BQP*% albm~en, oo4&le&a~s reotos al oorte (a- 
aumplmdida en%= l o s  7 y 15 m. Son ds color canela, de grosox de.3,0 
a 4.5 m., de forma regular, con el puato d s  grueeo en el nedio de laa 
seniUae, s i i  nhdose s l d t r i o ~ n t e  had s &us edremoa. 
L E G U M I N O S A S  
G E N E R A L I D A D E S  
E l  estudio de 10s polisac&x%dos de semillas de leguminosas ha a 
canzado importanoia debido, fundamentalmente, a l a s  numerosas aplioa- 
ciones de t ipo  industr ia l  conoeidas 'hasta e l  momento, La familia de l a s  
leguminosas parece s e r  l a  me jor fuente de gomas y mucflagos de s e m W .  
Loa polisao&rldos pueden s e r  clasificados seg6n su funoibn den- 
t r o  de l a  semilla, en: 
polisacQridos de rosema 
pol.isao&ri dos estructurales 
Es importante notar que, &bid0 a l a  gran vari.edad de m6todos de 
a d l i s i s  y e l  vooabulafio empleado por 10s investigadores en este cam- 
po, existen diferemias de definici6n de l a s  dis t in tas  clases de p o l i -  
sac8ridos y dificultades en l a  oomparacibn de 10s resultados. AdernAs, 
10s matedales de por sf, no pueden s e r  sujetos a una d g i d a  c las i f lcg  
cidn en raz6n de l a  ooqlej idad de 1as estructuras que presentan. 
P O L I S A C A R I D O S  D E  R E S E R V A  
AIdiiDON 
La presencia de almjddn ha s i d o  m6s imtestigada en semillas de 
leguminosas como porotos y awe jas. Sin embargo, se ha encontrado 
(Kooiman, 1960a) que semillas pertenecientes a distintos generos care- 
cen, aparentemente, de abnidbn, 
Por o t ra  parte, Tookey y Jones (1965) establecieron que todas 
l a s  semillaa de l a s  173 especies que son fuentes de galactomananos, eg 
t& l i b res  de almidbn, 
Son polisac&z9.aos mucilaginosos que fortman geles en presencia de 
agua y que se encuentran en e l  endospema de l a s  semillas, Desaparecen 
durante l a  geminad. 6n y p r e s ~ b l e m e n t e  s iman como p o l i s a c 4 ~ d o s  de 
reserva (Mc Cleary y Iflatheson, 1976). Por otra parbe, debido a1 cadc-  
t e r  mucil-aginoso del endospema, otra f w i 6 n  s e d a  l a  de volverse ge- 
latinoso y f a c i l i t a r  l a  salida del embri6n durante l a  germinaci6n. 
Se extraen fQcilmente con agua de semillas molidas para dar una 
solucj6n de viscosidad variable. Debido a su valor eoon6mioo potencia& 
10s polisac6ridos del enaospema de nmerosas legmnosas  han s i d o  am- 
pliamente investigados (Tabla 2) .  
EstBn compuestos por D-zanosa y D-galactosa solamente, y consis- 
t en  en cadepas de unidades de D-nanosa erilazadas por uniones t 4( 1-4)- 
Cassia ernarginafa Cyamopsis teirctpnotobcr 
kw'igoforo hirau t a  
Sesbcrnia grtmdiflwa 
Astr~guius cioer 
Ceru t onia siiic~ua 
Caesoipinia cocalam A. nut tailionus 
Cercidium twreyamfn 
G led; tsia umorphoides 
Ci, triaccln thos 
G. triuctmthos 
Gymnodadus dioico 
Parkinson& amleato MeIilcrtus indim 
Desmanthus ifiin~ensis Trifof ;urn hit turn 
L eucaena gkruca 
Sopbra japonica 
C f otukiria incancl 
C. fnferrnedki f rigmdla foenum - grocrcum 
C. fcmceoluta Anihyl!is vulwio 
C. mucrmto Lotus ca-nicrtlatus 
con rasllf icaclone~ de Pgalactoaa en posiaibn~-('k-+6)- a lo largo de 
Is oaaena. Este tip0 da galactonananos parece es.t;ar metxLIl&ido a las  
semilf as do legumi~uaas, con l a  b&oa axaepcibn de las  sa3aillsrs de 
Ir~omoea muricata (~hanna y Dupta, 1 9 6 ~ ) ~  que presents un maaflago (ga- 
laotosa, 352; manoea, 655) de estruotura similar e 108 de laa legtrmLno 
I 
33 in%ads taronbmioo de im, misnos radioa en qus i s  @&ids& be 
w1hero 7 la pmporoL6n ds gascrtoea y mamsa, rd .n  oon is eepecie. 
Las eapeciee de la subfamilla d~ la8 Gae~alpirdoitbaa aonfienen lo@ ms_ 
yama dveles b galrtctomananos 125 a 35s da 3a semilla seoa, Tookey y 
Jams. 1965), 4entrae qw la crsnposicidn en galactoea es, por lo gene 
u 
mil, ba j o  (20 a 25% bel gdLactomanano). En contsa~t;e, lras de las Lot& - 
tosa puede l l ega r  basta un 49% del gaJactomanano. 
AnarL.01 DES 
La denominaci6n de amiloide fue aslgnada al polisac6ri.do extraf- 
do con agua caliente de l a s  semillas de Tamafindus indica (~eguminosa) 
que daba oolor azul con i o d o  (Vogel y Schleiden, 1839). Este polisach- 
rid0 se encuentra en gran cantidad (40 a 50% de l a  seznilla descorteza- 
da) en l a s  paredes ce1t;ilares gruesas de 10s ootiledones y actfia, posi- 
blemente, como polisac&i.do de reserva. Tros estudios efectuados sobre 
su estruotura (~ooiman, 1961) indLoaron que este amiloide contiene 
XLgLucosa, D-xilosa y D-galactosa en una relacibn molar de 4,0:3,0:1,3 
y una estruotura raxificada basada en una oadena l inea l  de glucosa ul& 
2 da / I  -(l- 4)-, con ramificaciones de xilosa en posicidn Q! -(I-6)- en 
t r e s  de oada cuatro uddades de glucosa, y tie galactosa unidas 
/? -(I-2)- a algunas de esas unidades de xilosa. 
Koolman (1960 a,b) emple6 l a  reaocidn oon iodo-ioduro de potasio 
como ensayo para detectar l a  presencia de amiloides y junto con La ex- 
trasoi6n aloalina, como deteminacibn cuantitativa de 10s mismos . La 
mayoria de l a s  reacciones positivas se observaron entm l a s  Brachyste- 
gioideae y l a s  Caesalpinioideae, aunque un grupo de estas Utimas, en- 
t r e  l a s  que se encuentra l a  Gleditsia tdacanthos, no oontienen mi- 
liodes. 
OTROS lVlCTCILAGOS S OLUBIJES 
Entre 10s p o ~ s a c ~ r r i d o s  solubles, a menudo mucilaginoso~ , extra& 
dos de semillas de leguminosas, figuran 10s de A r i a ~ r i s  foetida (Condo 
r e l l i  y CUndend, 3928) y 10s de Centrosema plwleri ( ~ n r a u ,  1964) que 
son arabinogalactanos, formados en este fiLtimo caso p o r  un 92% de S g s  
lactosa y un 7$ lie L-arabinosa, y con uxiones -(I- 4)- pfimipabnente. 
Arabinogalactanos similares se aislaron de cot l le  dones del soya 
( A ~ p L r m l l  y ool . ,  1967a; Narasald y Fujimoto, 1965) con una oadena 
principal de /j -(1- 4) - ~ - ~ a l a c t  opiranosa Y ramificaci ones en 0-3 de d;i 
sacQridos de L-arabinosa caaa 4 6 5 unidades. Es importante notar que 
La estrecha similitud obsevvada con 10s arabinogalactanos y galactanos 
de l a s  sustancias pgcticas (ver PoLisac6xidos estructurales) es  un in- 
dice m6s respecto de l a  f a l t a  de definicibn entre a;mbos grupos. 
'Pambidn se han extrafdo mucflagos compuestos de D-xilosa y &ciao 
D-glucur6nico (5: l )  y de L-arabinosa y D-glucosa ( 3 ~ 7 )  de ~ m o s a  pudi- 
ca (Hulyalkar y col., 1957) y de Cicer Arietinum ( E l  Hanafy y Taha, 
...II. 
1963) 
Nucflagos mds comple jos  compuestos de cantidades variables de D- 
galactosa, D-glucosa, D-xiLosa, L-arabinosa, L-ramnosa y aci do ur6nic0, 
se aisLaron de seni l las  de Samanea sman (Morimoto y col., 1 9 6 2 ) ~  de 
1 
= m Pommia glabra ( ~ i 4 1 9 6 0  a) ,  de Phaseolus nlaber (Sinha; 1960 b)  f 
de Pkaseolus m q  (Kadkol y ool., 1962). Este a t i m o  se extrajo con 
buffer de aoetato pH 4,6 y r e s u l t 6  inusual ya que oontiene un 20% de 
proteina junto con D-galactosa, L-arabinosa, L-ramnosa y &ciao galao- 
tur6&co en una relaci6n molar de 13:18:3:2. 
P O L I S A C A R I D O S  E S T R U C T U R A L E S  
Son 10s po3.isacdridos de l a s  paredes oelulares y generalmente se 
10s agrupa de l a  siguiente manera: 
SUSTANCIAS PEGTICAS 
Comprenden una mezcla compleja de polisac&ridos aofdioos y neu- 
t r o s  que son extraidos con soluci6n de oxalato en caliente, o con ages 
t e s  quelantes como e l  EDrPA. Comprenden t r e s  t i p o s  de polisac&ridos: 
Pectinas 
Si  bien est&n basadas en una cade'ha l i n e a l  de 6cido D-galacturb- 
nico unidol"?( -(l--+4)-, l a  mayoxfa contiene otros azficares presentes, 
tanto como cadenas la te ra les  como en l a  cadem principal  s spin all y 
col., 1968), entre 10s que l a  L-ramnosa es e l  constituyente m b  genera 
lizado  s spin all y col., 1966, 1967 a, b y c) .  Las pectinas de semi- 
l l a s  suslen s e r  estructuralmente m6s complejas que l a s  de hojas y ta- 
110s. 
La Tabla 3 muestra un resumen de 10s estudios estructurales l l e -  
vados a cab0 sobre l a s  pectinas de vainas, cotiledones e hipocotiledo- 
nes de Glycine max. 
b Q8ta y las d s i ~ a r t e s  T&I= ]as wfatuss signifion: *8 htmsl, FIE - +imsas M - mma, ~ 1 1 -  
Man - nanosa, Gal' - galdrra, Glu - glucasa, GalA - tido ga-ico, GluA - f ido g l u c ~ c o ,  GluN = gkmmina, MI JD m ddmb 
rrado,Tr-hms. 
Arabanos 
Son polfmeros f ormados por L-arabinof uranosa wlJida -( 1-5) -, 
con ramifioaciones en 0-3 y en algunos casos en 0-2. Se extraen, por 
l o  general, junto con l a s  otras sustancias pdcticas , particulamnente 
en e l  caso de l a s  semillas. Pueden s e r  divididos en dos gmndes grupos 
(S idd iqu i  y Wood, 1974) : e l  primer0 incluye 10s arabanos asociados con 
& 
m&&r~as y son obtenidos, 'probab1ementtf)por degradaci6n alcal.3.m d=' . 
m I P W ~  10s procedindentos de aislaoi6n y fraccionamiento; e l  segundo 
p~l3irst y Jones (1939, 1947) aislaron arabanos puros de Arachis 
hy-pogaea debido a que, en estas senil las,  se encuentra asociado con 
muy poco galactano y puede s e r  f&ciUente separado de l a  pectim. Tam- 
bidn han sido aislados arabanos & l a  haxdna de soya (~arasaki  Y Pujimo r
I' Las pequefias cantidades de arabinosa encontradas en 10s hiaroli-  zados de pectinas tambi6n pueden deberse a arabinosa presente en l a  mg 
l6cd-a de poliur6rxico o a un arabinogalactano (ver a oontinuacibn). 
Galactanos 
I De semillas de Lupinus albus, Hjrst y col. (1947) aislaron un g; lactano conrpuesto solamente p o r  D-galactosa urdda4 -(l*4)-. Esta s e a  l l a  en par t icular  posee un bajo nivel de pac&c. y arabanos, y p o r  l o  tanto e l  galactano pudo s e r  flioilmente purifioado, E l  galaotano aisla-  I do de Strychnos mix-vomica (~ndrews y col., 1954) tiene una estructura similar  y posee ramificaciones en 0-3 y en 0-6. 
E s t o s  galactanos puros representan casos especiales . La D-galac- 
tosa comwunente encontrada en 10s hitkolizadoa de sustancias p&cticas, 
puede s e r  de arabinogalactanos y ile polisac6rj dos acidos oomple j os 
(pecanas)  del t i p o  aislados de l a  harina de soya p o r  Aspinall  y ~ o l .  
(1967 n,b) y por  Narasaki y Pujimoto (1965). En este sentido caben men 
cionar l a s  sustancias pdcticas extrafdas p o r  Tadros y Kame1 (1952) de 
Lupinus termis, que contienen D-galactosa, L-arabinosa y dcido D-gala2 
turibnico, pero que no son separables en un arabano y un galactano. 
HEMICELULOSAS 
E l  t h n i n o  hemicelulosa fue propuesto p o r  Schulze (1891) para de_ 
signar aquellos po l i sac~r idos  e x t d b l e s  de plantas con dlcal i  dilufdo, 
pero no con agua, E l  tdrnino r e s u l t 6  en 10s oomienzos adecaado, puesto 
que esos poUsaoQfidos se encontraron en estrecha asociaci6n con l a  cg 
lulosa en l a s  paredes celulares, y se cmy6 gue e m  intemnediarios en 
l o  biosintesis  de l a  oelulosa, Actualmente se sabe que l a s  hemice1ul.o- 
sas no son precursores de l a  celulosa y que no estlin v3nculados con l a  
biosfntesis de l a  misna, sino que por l o  contrario constituyen un gru- 
G po aparte dentro de 10s poLisac6rridos de 10s vegetales, 
I -  La mayorfa de 10s imestigadores usan e l  t4mino para desigmr a 
10s polisac&rci dos de pare des oelulares, except0 l a s  sustancias pdcti- 
cas y l a s  ce3Uwas, y 10s clasif ican de aouerdo con e l  t i p 0  de a d c a r  
presente y sus principales camcterfsticas.  ~ufmicas, y tambiQn en fun- 
9 
por pentosas se extraen con arcal i  dilufdo (5  a 10%) y se precipitan 
por acidificacibn a-pH 4,5 a 5,O para dar l a  que, en e l  procedimiento 
cormencional estableoido originarSamente por OIDwyer (1926), se denom& 
na hemicelulosa A, Esta fracoibn, purificada por sucesivas reprecipits  
ciones de sus s03uciones alcalinas, es por l o  general homogdnea y es t& 
formada por polisac6~i.dos lineales.  Los polisac&ridos de pentosas m6s 
solubles y 10s pol.isac&ridos de hexosas extrafdos pernanecen en solu- 
ci6n en e l  memo dcido y son designados como hemicelulosa B. Esta f r ag  
cidn es una mezcla & varios poIfmeros aiferentes, tanto LineaLes como 
rsunificrado~~ La hemicelulosa C es l a  fracci6n que pemanece en solu- 
ai6n luego de l levar  a cabo l a  aislacibn de l a  hemicelulosa B por pre- 
cipitacibn con tres volhenes de etanol, Esta fraccidn generalmente es 
,descartada debido a l a  difioultad de remover l a s  sales (aoetato de so-  
d i o )  producidas en l a  neutralizaci&n. Blake y Richards (1970) indica- 
ron que es ta  fraccidn consiste en productos de degraaacibn brrivados 
de l a  lignina, pero tanbi6r-i posiblemente de l a  degradacidn alcalina 
oxidativa de 10s polisac6ridos (ver Efectos de l a  extraccibn en medio 
alcalino, p6g. 48);  y de un a l t o  corrtenido en cenizas. 
Desde e l  punto de v is ta  de l a  composici6n, 10s Znomoglicanos no 
se encuentran en proporciones considerables. La mayorfa de l a s  hemice- 
lulosas son heteroglioanos que oontienen de dos a cuatro, y raramente 
de cinco a se i s  diferentes tipos de monosac~ridos. Los heteroglicanos 
comwunente encontrados son L-arabino-D-d lanos, L-arabino-D-glucurono- 
arabino-D-galactanos . Las hemicelulosas tienen usualmente estructuras 
ranif icadas y l a s  mol&culas est&n, a veces, parcialmente acetiladas. 
Muchos de 10s heteroglicanos requieren para su aislamiento &lo& n&s 
concentrado (24%) y tmbidn l a  presencia de bora-bo (4%), ya que es d;i- 
f f c i l  disolverlos fuera de l a  oelulosa. 
E l  i n t e d s  del estudLo estxuctural de estos polisac&fido~ en l a s  
sendllas de lasleguminosas deriva, fundamentalmente , de l a  impodancia 
agdcola  de l a s  mismas, y en t a l  sentido tian s i d o  estudiados l a  compo- 
s ic idn en monosac6ridos de l a s  paredes celulares y su variacibn durtin- 
t e  e l  desarrollo, en plantas forrajeras: a l f a l f a  (Uedicaao sat iva)  y 
t o s  (phaseolus g Vioia), guisan2;es ( P i s u m )  y soya (Gl~cine max)(nevins 
Y col., 1967). Se han estudiado, asinismo, l a s  dist intas fracciones en 
:uanto a su composicidn y/o ea-tructura. Las f racci ones comencionaLes 
le hemicelulosas A y B son 9as preparadas generahenta, pero en mucllos 
casos se exanrinaron solamente l a s  fracciones purificadas a p a r t i r  ae 
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suced6neo de l a s  gomas y mucflagos de semillas de tlalgarrobo europeoit 
(Cexatonia s i l i aua )  . 
Los estudios sobre este t i p o  de gomas se iniciaxon oon semil-las 
de Gledjtsia amorphoides (wqu6 y Pardo, 1954), ya que bade e l  punto 
de v i s t a  bot4nico y dentxo de l a  clasificacibn sistemAtica natural, 
aparece como una de l a s  especies forestales de nuestro pafs m6s cerca- 
nas y afines a1 l1algarrobo europeo". 
Cabe sefialar gue del gdnero Gleditsia existen en nuestm pafs! 
dos especi 0s: l a  G. amorphoides conocida como "espina corona'' y l a  
triacanthos antes descrtpta (ver  Introducci6n botQnica, pdg. 1). La 
pfimera es  una especie indfgena que crece espont&neamente en 10s bos- 
ques y selvas del norte del pafs (Salta, Jujuy, Cthaoo, Pomnosa, Co- 
rr ientea y norte de Entre R i o s ) ,  Los Qrboles de ambas especies s o n  se- 
nejantes en su aspecto general, pero pueden diferenoiarse con f a c i l i -  
dad principalmente por  e l  tamaiio de sus frutos ( de 6 a 8 cm y de 20 a 
40 cm, xespectivamente). 
La composioidn ¶&mica de Las semillas de Gleditsia amorphoides 
(Riqud y Pardo, 1954) es seme jante a l a s  de Ceratoaia sil lqua, y e l  
comportamiento de l a  goma oontenida en l a s  semillas (Riqu6 y Pardo, 
1954; RiquB, 1960) result6 adeouado como para jusfif ioar  un campo alta 
mente promisof i  o para sus aplicaciones industriales . 
La estructura del galactomanano contenido en l a  semilla, fue es- 
tudiada por Cerezo (1965). Por extracci6n con agua oaliente se obtuvo, 
con un rendindento del 30$, un galactopanano homogheo oompuesto de un 
28,6$ de D-galactosa y un 71,4$ de D-manosa. Los a n a i s i s  por  oxida- 
cidn con p e a  odato indioaron que todas l a s  unidades de manosa y galac- 
tosa resultaron atacadas, ya que pox reduocidn del oxopolisaoQrido y 
posterior hidr6lisi.s s 6 l o  se obtuvo gl icerol  y e r i t r i t o l  ( 1 , O :  2 ,7 ) .  
E l  consumo de periodato fue de 4,8 moles oada 4 wridades de hexosa, 
con produccidn de un mol  de acid0 f6mico. Por h i d r 6 l i s i s  del polisach 
rido metLlado se deterainb 2,3,4,6-tetra-0-metil-D-galactosa (1 mol) , 
2 ,3 ,  G-tr3--O-metil-D-manosa ( 2 , l  moles ) y 2,3-di-0-metil-D-manosa ( 1 , l .  
moles). A p a r t i r  de estos resultados y por analogfa con l a s  estructu- 
ras propuestas para otros galactomananos (Smith y Montgomery, 1959) ,  
C se postul6 para e l  galactomanano de Gleditsia morphoides una estructu -r a  oonsistente en una cadena l inea l  de f i  -(k 4)-D-manopiranosa susti_ tdda en 0-6 (una oada t r e s  unidades) pox D-galactopiranosa con enla- ces . Esta estructura es similar a l a  del galactonanano del "alga- mob0 europeo~. Lgs estudios efectuados sobre l a s  semillas de Gleditsia triacan- 
figman a con-binuaoidn. - . 
u , , T U D I O S  R E A L J Z A D D S  S Q B - R E  L O S  P O L I -  
S A C A R I D O S  D E '  S E N I L L A S  D E  G L E D I T S I A  
2 R Z A C A N T H O S .  
E l  albumen de l a s  semillaa iie Gle&itrsj,a triaoantbos fue estudia- 
do por primera vez por Gore* (190Q). Por h i d r b l k s i s  de l  d s m o  oon hi- 
i y encontrb galactosa g manosa, Asimismo observ6 que e l  endospema era I htdrolizabla por  l a  ffseminasall, una enzima obtenida del albumen de l a s  
Anderson (1949), estudiando 10s endospermas de 163 especies de 
I l e g ~ n o s a s ,  emontrd que 120 de l a s  mismas (entre e l l a s  l a  Gleditsia_ 
1 triacanthos) presentaban un endospema mucilaginoso formado por un ga- 
C lactomanano. Las deteminaci ones senicuantitativas inaicaron un porce2 t a  je de endospema del 35%, respecto del peso de l a  semilla. La extrag 
ci6n con agua caliente del m i s m o ,  varias veces hasta no m&s precipita- 
ci6n por adioidn de alcohol, permitid obtener e l  mucflago soluble 
( 2- 27%) y separarlo del remanente insoluble (i-:l  8$) consistente en 
pare des celulares . Las deteminaoiones cuantitativas Uevadas a cab0 
5 
sobre e l  mucflago soluble (Anderson, 1949 ) , f igwan en l a  Tabla 5 
Tabla 5. Com,pdcfbn cfel mrcflago del edcqwm de 6ledibia f rbadb .  
a El hidmlilado dio raulCado &ivo m el enseyo de &id= lrdnicos con naftwlescrcinol. 
Con e l  ob jeto de obtener nuevas f uentes de matexia prima para l a  
1 indus t r i a ,  Earle y Jones (1962) llevaron a cab0 e l  estudio de l a  CO~~I 
I 
sicidn quimica de l a s  semillas de una gran variedad de vegetdlas, cu- 
briendo un t o t a l  de 113 fanilias. Los resdltadoa obtenidos oon l a s  se- 
millas de Gleditsia triaoanthos figuran en l a  Tabla 6, 
Desde e l  punto de r i s t a  estructural,  Lew y G o r b n e r  (1943) estu- 
diaxon l a  oxidaci6n oon periodat0 del galactoma~xino contenido en e l  a& 
-)men y observaron un oomumo ~EI  2 a 2,5 moles de perioaato por -dad 
de hexosa y l a  formacibn de guoxal  por  l x i d r b l i s i s  del oxopol.isac~rido 
msultados fueron ir;t;eqretados como indioativos de 
1 
Tabb 6. Faepasroidn @dm b ?as asafllas de GMbia t r f h  a. 
o j o  
0 1 0  
f 
0 1 0  
uniones -(1-6)- o de l a  presencia de cadenas la tera les .  
Sin  embargo, 10s estudios posteriores efectuados p o r  Hoe y cola  
(1947) encontraron que e l  polisac&rido requiem I mol de periodato por 
unidad de hexosa, liberdndose igualmente glioxal p o r  hidr6lisis del 
oxopolisac6rid0, y p o r  l o  tanto correspondeda a l a  presencia de una 
u d 6 n  -(I-+4)-, aunque no excluyen l a  posibilidad de cadenas ramifica- 
das, probablemente en 0-6. La variacihn observada con respecto a 10s 
o t r o s  autores fue atribufda a1 uso de condiciones inadecuadao de oxid2  
ci6n. Adem& sugiri.eron que l a  sensibilidad de l a s  soluciones del muof 
lago a1 b6rax se debfa a 10s grupos cis-glicol sobre 10s C-2 y -3 de 
l a  Eanoaa. 
C o u r t o i s  y Le Riset (1966) estudiaron e l  efecto de l a &  -galact% 
sidasa, extrafda de 10s granos de caf6, sobre vafios galactomananos ae 
d is t in ta  relacidn molar manosa: galactosa aislados de semLllas de leg& 
minosas (Trifolium - repens, Genista scorpafia, Gleditsia ferox, GleUt- 
sia tfiacanthos y Ceratonia s i l iqua) .  En t odos  10s oasos se obtuxieron 
pcr h i d r 6 l i s i s  enzim4tica, con velocidades i ldc ia les  similares, unids- 
des :'* -D-galactosfdicas y, salvo en e l  caso de l a  Genista scornaria, 
e l  t rctaniento condujo a l a  obtenci6n de un polisac6rido insoluble (mg 
n a n ~ )  cuya estructuxa fue determinada para l a  Gleditsia ferox. 
,La estructura del galactomanano extrafdo de l a s  seraillas de %- 
di t s ia  triacanthos, fue estudisda por Leschziner y Cerezo (1970). Toy 
extraccibn acuosa a 50 C se obtuvu un galactomanano 'homogbneo con un 
rendiniento de 15 a 206, compuesto de D-manosa y D-galectosa en una r2 
laci6n molar de 3,2-3,5:1. Por oxidacibn con una solucf6n de periodat0 
ds s o d i o  0 , l  E9 pr6cticamente todas l a s  unidades de D-manosa y D-gala2 
tsaa reaultaron atacadaa, ya que p o r  reducci6n do1 o ~ o ~ o l i s a c ~ r i d o  3; 
r )  
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posterrior hj.drbl;isis, se obtuvo gl;icerol g e r i k i t o l ,  y s d ~ o  trazas de 
manosa y galactc&a. E l  oonsumo de periodato result6 de 4,7 moles oada 
4 unidades de hexoaa, liber6ndose simult&.eamente 1 m o l  de 6cido f 6 m i  -
- 00. Por  hidr6l~i.sis del polisac6rido metilado (1 mol) se obtuvo 2,3,4, 
6-tetra-0-metil-D-gdactosa (1 mol) , 2,3,6-tri-0-metil-Ibmanosa ( 2,5 
moles) y 2,3-did-metil-D-manosa (1 m o l ) ,  asf oomo tambi6n trazas de 
ofros dos oomponentes que, en base a su oomportarJriento cronatogr&fXco, 
poddan s e r  2,3,4- y 2,3,6-tri-0-metil-D-galactosa. E s t o s  resultados 
constituyen una buena evidencia de que l a  estructura b4sioa del galac- 
tomanano de G l e a t s i a  triacanthos , al igual  que otros galac~omananos 
/- 
s o l u b l e ~  en agus conocidos, consiste bn urn cndena de /'/ -(1.+4)-D-ma- 
nopiranosa con cadenas la te ra les  (una oada 3,2 a 3,s unidades) forma- 
das por restos de 4 -(1,6)-D-galactopiranosa. En un pequeiio n h e r o  
de esas cadenas puede e s t a r  U d a  41-6)- otra molecula de D-galacto- 
sa,  y tambidn es posible que algunas unidades de -(l-+4)-D-galactosa 
formen parte de l a s  mismas o de l a  cadena central. 
P R O T E I N A S  D E  S E N I L L A S  
D E 
-
L E G U M I N O S A S  
Las protefnas de semillas de leguminosas se oaracterizan, a3 
igual  que otras proteinas vegetales ,. por e l  bar0 contenido en aminohck 
dos azufrados co~lparado con e l  de l a s  protefnas animales (Lugg, 1949 ; 
Van Etten y col., 1961a). 
E l  t i po  de protefnas m 8 s  estudiadas son l a s  de reserva, y a difs 
rencia de otras familias, dentro de l a s  leguminosas muy poco es l o  que 
se sabe de l as  proteinas estructurales, 
P R O T E I N A S  D E  , R E S - E R V A  
Constituyen l a  mayor parcte de l a s  protefnas de l a  semilla 
( 80%). Clontienen 10s veinte &no&oidos denominados proteicoa y pg 
seen cantidades relativamente g r a d e s  de h i d o  a s p w i c o  y g l u ~ ~ c o ,  
leucina, anxino6cidos b6sicos y arnidas, Dado que l a  mayorfa de estos 
&noAcidos tienen un a l to  porcentaje de nitrbgeno, l a  camposicibfi es- 
t a d a  re laci  onada con l a  fumi6n de proporcionar compuestos nitrogena- 
dos para l a  respiracidn y e l  creoimiento durante 10s pedodos de inten -
sa  actividad metabklica. 
Estas protefnas tienen por l o  general un a l to  peso molecular y 
pueden asooiarse o disociarse a distintos tamafios moleculares en base 
aI. pH o a l a  fuerza i6nica del medio. Son fundamentalmente globulinas, 
y dstas junto con l a s  a lbh inas  siempre predominan sobre l a s  prolami- 
nas y l a s  glutelinas de l a s  senrillas; l a  a l b h i n a  de Pisum s a t i v m  
constituye e l  17% de l  nitrbgeno proteico t o t a l ,  mientras que l a  leg=: 
na y l a  v ic i l ina  (g~obtilinas) represerf'tan e l  66% d e l  misrno (Goa y 
Str id ,  1960). No contienen hidroxiprol insa  (Van Etten y col., 1961 b ) ,  
presencia que p m c e  s e r  carac teds t ica  de l a s  protefnas estructurales 
(Lamport y NorYthoote, 1960). En cambio se ha encontrado en algmos ca- 
s o s  reaccidn pos.itiva de hiwatos  de carbon0 (Glycine max, Wolf y col., 
1966; Koshiyma, 1966), y se &termin6 l a  presencia de azficares neu- 
t r o s  como la manosa y de ma hexosamina (~haseolus  v~ga?A.s, P u s z ~ ~ ~ ,  
1965a); este Klt imo & t o  res~1.lt6 oonsistente con l a  hip6tesis de PUSZ- 
t a i  (1964) sobre l a  presencia de glucosamina en l a s  semillas de 10s vk 
- . 
getales superiores (yer Glicoprotefnas que no pefieulecen a l a s  paredes 
celulares, p&g. 23 ). 
La composici.bn en aminoScidos de protefnas de semillas de legmL 
nosas se conoce 8610 para muy pocas especies. La Tabla 7 muestra e l  
promdio de l a  oomposicidn en amino5cidos enoontrada p o r  varios auto- 
res para l a  v ic i l ina  y l a  legumina aisladas de Pisum sa t ivm,  y l a  al- 
bhim de la9 mismas semillas. En cwbio, existen m j s  datos sobre h a e  
Wla 7. Curqmicibn en &mkidos de las pwktfms de Hsun skim (dl6 g N). 
- -- 
a B o u b  y OerdysMre (ISn). 
b b y W d  (1960). 
La composici6n en amino6cidos de harinas de legminosas estB indicada 
en l a  Tabla 8. 
Tdla 8. Coapcsidh en aglincQcfdos de Mnas de bgminasas (d16g N) a. 
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La oomposicidn en amino6cidos de harinas de semillas de l a s  que 
I previamente se segard l a  cubier%a (Van Etten y col., 1961 a )  f igura en 
l a  Tabla 9. En e l  caso de l a s  semillas de soya (Rackis y col., 1961) ,  
se l lev6 a oabo l a  remocidn del 95% de l a  corteza y e l  50% del hipoco- 
t i l o ,  10s que a s u  vez fueron malizados en su oonposioidn en aminojci -




I i 1 h i d i d o  
i I I 
120 




3 ~ 1  















3 ~ 4  
















5 0  3 ~ 3  I 488 i 482 399 I . 695 / 2 6  / 
287 1 I kid0 glutaiRico 
Prolim 





k i n a  
Tiroslna I M l a l a n i e  




5 0  
























9 8  
534 
~8 
9 ~ 2  
45 
595 
1 2  196 48 










5 ~ 9  












3 2  
5s4 





en l a  presenoia de hi&roxiprol';ina y 10s valores para l a  gl icina (Tabla 
Tabb 9. Copposfdb en aattxkfdos de h w b  da ssnfllas sin cthierb (g/Eg~). 
P R O T E I N A S  - E S T R U C T U R A L E S  
La presencia de hidroxiprolina ha sido estudiada con m Q s  detg 
l l e  por Van Etten y col, (1961 b)  en semillas de 99 especies d i s t r i b d  -
das en 30 familias, La Tabla 10 muestra e l  resumen de 10s datos: cuan- 
do es t6  presente, l a  hidroxiprolina es t& asociada con l a  t e s t a  o e l  pg 
xicarpio. Excepto p o r  trazas que pueden deberse a contaminaciones de 
estas partes del f ruto ,  no se emontr6 'hridroxiprolina en harinas deri- 
vadas de semillas desco&ezadas; Las especies analizadas en este Uti- 
mo caso fueron once, entre l a s  que figuran l a s  leguminosas Acacia far-  
nesiana y Ceratorxia sil iqua. 
Tabla M, h b n f d o  en Mdmipoltna drt barf.& &, 94 erlpeofm. . - 
.' 
Como dextvaoibn de 10s datos anteriores se exanxinaron on for-  
ma cuali tat iva 12 muestras de pericarpio, 8 de t e s t a  g 8 fomadas por 
t e s t a  y perjcarpio pertenecientes a especies no inclufdas en l a  Tabla 
LO. Sdlo t r e s  especies dieron ensayo negativo para hidroxiproUna. E l  
an6lisi.s cuantitativo se llevd a cab0 (Tabla 11) sobre 8 muestras de 
pezicarpio o t e s t  a. Las 4 primeras especies contienen l a s  mayores can- 
4 
Ita en 1888 @aisslrer propods qlla lo@ pmB.il celPlans o o a  I dan pmtebnss. SFn embargo asta  auphoioibn iua goatedo=n%a a t a -  
I bdd;a a 1 a a  G O B $ ~ E Z ; E O G ~ ~ ~ ~  hrtsts qaa ~ ~ + b a & a a  ~piubai&~n?;ta aznostw I m n l a  llistrlbuotdn gerreraiL $as proteisa~ s n l a s  pi l r t s  p-arl.8 
i ~ o a  v s g e t a s  superiome (z=+ p l ~ c ~ t m a t c ,  1960, y nisnnoiw 
1 aflf aitailss). 91 bien ea dkLdaP1 sebsr e w d a  ma p d i m  raoemtlr- 
d&l en ~ p t r  g n t p w m t b  ih p w & a  oisrS, 
~tam&zvaii~ qaa part;@ ib Is ]~rr&aina b 3s 
pamd ci91~1%rr#cr M b d p m 4 8 m  ( 
aminodloldct epemasrr .n las pmtdnss atop-, eon l o  am II. 
csmXw4 qua EZM pmteim qw ~oatiSsxm k d ~ ~ p z v U ~  pa;rrtrammoa e Z;rrs 
pamda o&r;t,~Itmm. 3 ; ~  rrs@a%.t;8aor cfia- lo la  &@z@ smob4wi  2- 3iaasr- 
go* 3&~&a6t~ (136Q) aa*k i a o a ~  en ~ e r  %ab~sr an 2?&$&~-n*e 
to& Ls b0kapi-rn aga3?em een 1~ hiWUm*a cb paarb. wl&.- 
Tabla 13. ~ c 1 4  en dn&idas b las psredes c e h h  (dF6g N). 
k i d 0  z q d r t k o  
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La cnmposici6n en anino6cidos de 10s bidrolizados de l a s  par2 
des celulares ( p m a r i a s )  de difexentes especies figuran en l a  Tabla 
13. Las dos &xi.oas legminosas estudiadas fueron: Phaseolus v u l ~ a r i s ,  
paredes aisladas de un cuJ,tivo de c6lulas en suspensi6n, y Pisum sa t i -  
v s ,  epicoixilo y dl;. Del anAlisis de 10s datos se deduce que 10s ami -
no6cidos estables a1 acid0 comunmente encorrtrados en l a s  protefnas, e g  
t6n tambibn presentes en 10s hidrolizados de paredes celulares prima- 
r ias .  El rasgo m6s sobresaliente de eke an&isis, spade de l a  ex is tes  
c i a  de hidroxiprolina, es e l  ampl io  rango de valores para un dado a&- 
noQcido cuando se compara l a  composici6n de l a s  paredes celulares. El 
rango t an  amplio permiti6 suponer que adem& de l a  protefna r ica  en Q 
droxipmlina ( "extensina" , Lamport,  1965) existe otra protefna firme- 
mente unida a l a  pared. Sin embargo, hasta e l  momento se considera que 
l a  pared contiene una b c a  protefna, r i ca  en hidroxiprolina y que es- 
t a  protefna represents e l  t o t a l  de l a  protefna de l a  pared; l a s  varia- 
ciones s e d a n  de valor  taxon6mico. De 'heoho, l a  composici6n de dos es- 
pecies de l a  famiUa Solanaceae, l a  Hicotiana tabacum y l a  Lscopersi- 
corn esculenturn, muestran una sorprendente sjmilitud (Tabla 13). 
Burke y col. (1974) estudiaron e l  contenido en ~ r o t e f n a  e h i -  
droxtprolim de l a s  paredes celulares primarias de se i s  monocotiled6- 
nes y encontraron (Tabla 14) cantidades significativas de proteinas pg 
r o  muy baja proporci6n de hidrofiprolina comparado con e l  de l a s  dico- 
tiledbneas. En consecuencia establecieron que si  l a  protefna es  es t ruc  
t u r d ,  debe se r  muy diferente de la protefna de paredes oelulares de 
G L I C O P R O T E I N A S  
8 .  
. D E 
-
V l 3 G E T A L E . S  S U P E R 1  O R Z S  
I N T R O D U C C I O N  
En contraste son l a  amplia infomaci6n existente sobre l a  es- 
t ructura y distribuol6n de l a s  glicoproteinas de origen animal, 10s 
productos similares obtenridos de 10s vegetales superiores no han s i d o  
muy estudiados, a pesar que estos compuestos son constituyentes impor- 
tantes de l a s  paredes oelulares (Laslport, 1970), se encuentran en el_ 
endosperma (Rncher y col., (3-974) y e l  citoplasma (Lamport, 1970) y 
poseen actividad hemoaglutinante ( ~ l l e n  y Neuberger, 1973). 
Terxiendo en cuenta l a s  diferencias existentes en cuanto a l a  
composicidn qdmica y l a  funcibn dentro de l a  cdlula, y a modo de in- 
troducci 6n a1  traba j o realizado, se han seleccionado para este capftu- 
l o  10s siguientes temas: 
G L I C O P R O T E I N A S  D E  P A B E D E S  C E L U L A R E S  
La imrestigaci6n sobre l a  naturaleza y funci6n de l a s  glico- 
protefnas de las paredes celulares, se ha v is to  dificultada por 10s 
problemas inherentes a1 aisl&ento, dado que l a  nayoda parecen es t a r  
unidas y entrecruzadas oon 10s polisac6ridos de l a  pared (ver Paredes 
celulares de vegetales superd.ores: compoaici6n qufmica y estructura, 
pAg* 30) .  
Por analogfa con e l  col5geno (protefna estructural  animal), 
l a s  glicoprotefnas vegetales que contienen bidrox%prolina fueron o r i g i i  
nariamente asociadas con 10s componentes estructurales de 3as paredes 
celulares (Dougall y Shimbayashi, 196G; Lamport; y Northcote, 1960) y 
l a s  evidencias experimentales indisaron en todos 10s casos (Brig y 3ay: 
.f 
ley, 1965) que l a  protefna que oontiene hidroxiprolina es parte inte-  
g r a l  de l a s  paredes de cdlulas en crecimiento activo (paredes prima- 
r ias) .  
Durante e l  transcurso de 10s estudios sobre l a s  paredes pximg 
rrias aisladas de o u l t i v o s  de c d l d a s  en suspensi6n, Lamport (1967) ob- 
tuvo por degradacibn alcalina parcial ( B ~ ( o H ) ~  0,215 X) de paredes ce- 
1u;Lares secas de tomate, ma ser ie  de gLicdsidos conterxiendo hidroxi- 
prolina. E s t o s  glic6sidos fueron identif icados oomo tri y tetrasac6ri- 
dos de arabinosa unridos gUcosfdicamente a una moL6cula de hidroxipro- 
lina. Se dedujo que l a  wi6n  era 0-glicosfdica entre e l  extremo reduo- 
t o r  del oligosac6rido de arabinosa y e l  grupo bidroxilo en C-4 r3e l a  
hidroxiprolina, en razbn de s u  estabilidad a1 dloali  y a l a  presencia 
de un carboxilo l i b r e  y un grupo mino secundario l ib re  en e l  r e s t o  de 
r )  
22 
M&ox%prolina. Dado que l a  hid.roxLprolim coastituye aproximadamente 
30 $J de1 t o t a l  de 10s anrino6cidos de l a s  paredes celulares de toma- 
t e  y un 70 de l a  hidroxiprolina es liberada como glic6sidos, e l  au- 
tor sugiri6 que l a  mayor parte, s i  no todos,  de 10s numerosos msiduos 
de hibroxiprolina esthn involucrados en l a  unidn hidrato de carbono- 
pdpti do. 
Glicdsidos tie este t ipo  tambidn se han aislado de cultivos de 
cdlulas en suspensidn de Acer pseudoplatanus (Talmadge y col., 1973). 
Sin embargo, de hipocotilos de Lupinus albus, Monro y col. (1974) ais- 
laron una glicoprotefna r i ca  en hidroxiprolina en l a  cual 10s componen 
t e s  que contienen e l  arninodcido e s t a d a n  unidos a 10s polisac6ridos i n  
solubles de l a  pared, como l a  celulosa, a  traves de l a  galactosa o por 
uni6n directa de l a  protefna a l a  oelulosa, m8s que a 10s polisackri- 
dos no cel~ii.6sicos (xilanos). 
Pusztai y Watt (1969) aislaron y purificaron de l a s  hojas d-e 
Vicia faba, glicoprotefnas solubles en fen01 caracterizadas por su di- 
ferente composici bn, peso molecular y solubilidad. La glicoprotefna 
I m b  importante contiene ae un 9 a un 14 $ de galactosa y arabinosa oo- 
mo monosac6ridos principales y cantidades menores y variables do mano- 
sa,  xilosa, fucosa y ramnosa. D3 l a  composici6n en minodcidos (Tabla 
15) sobresalen l a  hidroxiprolina, l a  serina y l a  treorxina. 
De l a s  paredes celulares ae Acer pseudoplatanus, Heath y 
Northcots (1971) aislaron una glicoprotefna r ica  en hi droxiproljna 
( 28 ,6  molesfl00 moles de amino6ci dos) . Esta protefna es insoluble y 
permanece junto con l a  LC-celulosa luego de extraer 10s polisacdridos 
con EIEA 0,596 (pH 6 , 8 )  a 100 C y posterior tratamiento con NaOH 17,5$- 
&ciao b6rico 4%. La carnposici6n (fracci6n 3) est8. indicada j w t o  con 
l a  de l a  pared celular  en l a  Tabla 15. La glicoprotefna contiene una 
a l t a  proporcidn de arabinosa y galactosa, a1 i g u d  que l a  pared celu- 
l a r  t o t a l ,  pero l a  proporcidn de hidroxiprolina es mucho mayor a pesar 
de que e l  res to  de l a  protefna pemanece constante. ~dernes de 12 a-ce  - 
lqzlosa, l a  fraccidn contiene un arabano y un galactano, pero no presen 
t a  Bcidos ur6nioos. Por hidraein6losis de l a  fraccidn 3 se obtuvieron I T ,  
glicopdptidos solubles , y por f racci onamiento y puri f icaci  dn se a i  sld 
I 
I un glicopdptido f ormado por h i  droxiprolina, arabinosa y galactosa, CU- yo composici6n (106, 3596 y 5546, respectivamente) indicd sue l a  p a d e  peptfdlca comiste  en una ser ie  de molkculas de hiaroxiprolina unidas 
Tabla l5. Carpski611 m rams&& y arsfmilcidas de las g l i d f m  de paredes c e l u h . 8  
i I I I 
Prabim 49 22 ! 26 I 
Fucasa 
4 5  
I 
i I I i 489 
241 
489 
1 M d c s ~  0 
i ~brcoazrPim 3,4 
! A c t d o ~ i c o  784 
T m i m  I 1187 
Seri na , 585 788 
Pcido glukiuico 5,7 I 9,4 
Pr~lina I 487 7,3 
I Dl ici na 
83 f 
4jt 3,4 291 
~l anina 386 398 287 
Valina / 4 ~ 5  4 4  7,O 
tbtfcnina l a 6  4 2  4 4  
Isoleucina 48 394 296 
k i n a  539 fis 491 
Tirasina 5 2  336 
Feni lalani na 
97 
1,9 394 2.6 
698 8 4  9,o 
Histidlna &5 24 286 




qo a 8 6  
a Los resultadcs m arcplssaron de la sfprlenbe mamm mtlsacfidos, roles anfmkidos, dlGg N. 
G L I C O P R O T E I N A S  Q U E  N O  P E R T E N E C E N  A 
L A S  P A R E D E S  C E L U L A R E S  
La composici6n de l a s  a lbh inas  de cebada y mafz fue estudia- 
da por  'vilaldscimidt-Leitz y Hochstrasaer (1961) g por  an&sis de 10s 
componentes de l a s  mismas obtenidos por electroforesis,  determinaron 
( ~ a b l a  16) l a  presencia de un polisacirido, parte del cual e s t i  unido 
covalentemente a l a  protefna. Por hidr6lisis s610 obtuvieron arabino- 
sa,  xilosa y glucosa. Por tratamiento de la albtbina de cebada con 
t r ips ina  e h i d r 6 l i s i s  de 10s glicopdptidos, Hochstrasser (1961) a i s l6  
una sustancia mductora de mturaleza basics, que r e s u l t 6  s e r  l a  4-0- 
L-alarril-D-xilopiranosa. Sin embargo, a1 estudiar 10s productos de hi- 
d r d l i s i s  dcida parcial  de 10s glicopkptidos, Hochstrasser (1963) deteg 
mind que e l  dcido nspsrtico es e l  aminoBcido principalmente iwolucra- 
do en l a s  uzxLones Mdratos de carbono-peptido. 
Los pentosanos de harina de t r ig0  fueron fraocionados por cro 
- 
matograffa sobre geles y se aislaron (Kunding y col., 1961) cinco f r a c  
ciones, cuatro de l a s  cuales se caractex%zaron como glicoprotefnas. 
Los polisac&ridos componentes e s t i n  fomados por arabinosa, xilosz y 
galactosa (salvo una f r a c c i h  que s d l o  contiene arabinosa y galactosa), 
7 constituyen de un 63 $ a un 83 $ del t o t a l  de l a s  glicoprotefnas. 
4 
~4 
Tabla 8. Conposicidn en m d d o s  y ara5rdcidas de g l i w n a s  ve&ls pie no rarb=en a c d t ~ h  
I 
i 
485 1 4¶5 
I 
14,7 1 16,O 44 112 16,9 
4,l 
Glicina 3.4 
Alani na 5 ~ 4  1 , 3,9 






5,o 499 9,4 33 395 
0.3 O,4 0 Tr 
3¶3 2,7 57 
d 
93,l 1 9'7,s 91,s $,2 1 i i 
Wada y col. (1958) encontraron evidencia cromatogr6fica de l a  
presencia de glucosarnina, pero no de o t r o s  azbcares, en 10s 'fiidroliza- 
dos 6cidos de l a  hemoglutinina purificada de l a  harina de soya (Tabla 
1 6 ) .  Las proteinas que contienen glucosamina se han encontrado en uaa 
gran vaxiedad de vegetales ( ~ u s z t a i ,  1964). En efecto, cuando 10s t e  ji- 
dos vegetales fusron incubados en presencia de glucosmina marcada, se 
determini5 su incorporaci6n en un gran nbe ro  de glicoproteinas tanto 
intracelulares como extracelulares ( ~ o b e r t s ,  1970; Roberts y ~01.1371, 
= 8 1972). : . . 
Pusztat (1964) s u g i r i 6  que l a s  semillaa de Pliaseolus vulgaris 
contie3lca proteinas que poseen aminoazficares, g que 10s azdcares neu- 
t r o s  est8n fimemente unidos a l a  fracciiin peptfdica de l a s  misrnas. E l  
arnincsztfcar fue aislado, cristalizado a identifieado con0 2-anino-2-.13e . - 
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sorri-l>-glucosae A 1  estudiar con mayor detalle estas gliuoproteinas, 
Pusztej. (1965a) encontrb &manos a y D-gluc osamina, probableme nte N-aog 
t i lada,  como &nicos azficares componentes. Los resultados obtenidos par 
extraccidn con solventes fenblicos, desmturaEzaci6n, prec ip~tac i6n  y
digesti6n enzim&tica, l e  pemitieron p o s t d a r  ( ~ u s z t a i ,  1966 a)  l a  
existencia de un fuerte enlace entre 10s azdcares y 10s amino&cidos, - 
m a s  que una simple asociaci6n, ya que ninguna de l a s  tdcnicas no hi.@& 
l f t i c a s  usadas permitieron separar e l  polisac6rcido de l a  protefna. 
De l a s  mismas semillas, Pusztai (1965b; 1966b) a i s l6  dos pro; 
tefnas - d,e composicidn marcadamente diferentes. Una de e l l a s ,  en conco.3 
dancia con 10s resultados obtenidos previamente, result6 s e r  wra glieg 
protefna (glicoprotefna I, Tabla 16 ) .  Los azficares componentes son fq 
dmentalmente D-manosa y D-glucosamina, junto con pequefias canti  dabs.  
de arabinosa. La composici6n en aslinoQcidos indica que es  r i ca  en m i @  
no6cidos arom&ticos y no contiene c is t ina ,  De 10s cotiledones de l a s  
semillas, Pusztaci y Watt (1970) aislaron y caracterizaron una glicopr2 
tefna (glicoprotcdna 11, Tabla 16) cuya composici6n en hidratos de cag 
bono es semejante a otras glicoprotefnas vegetales solubles caracteri- 
zadas prefiamente, E l  rasgo m6s importante es l a  presencia ds glucosa- 
mina y manosa como p d m i p a l e s  componentes de l a s  uixidades de hidratoa 
de carbono, y a diferencia de 10s resultados obtenidos por JaffQ y EIq  
ning (1965) con otra variedad de l a  misma especie, s6lo se encorrbraros 
trazas de o t r o s  azficares (salvo xilosa) como ramnosa, galactosa y glu- 
cosa, y no se detectaron Qcidos ur6nicos. La composici6n en aminoAci- 
dos indicb una doficiencia en amino6cidos azufrados. 
'. , .' 
. .  . 
. 1. . : '  f ~ q  
E s  interesante destacar que l a  distribucibn de l a s  glicopro- 
tefnaa eia e l  reino vegetal y e l  a l t o  contexxido en glicoprotefnas que 
presentan l a s  semillas de 10s vegetales superiores, comparadas con las  
partes verdes (Jennings y col., 1968), parecerfa indicar que l a s  mis- 
mas curnplen un papel especial en e l  c ic lo  de xida de l a  planta y act+ 
d a n  como protefnas de reserva. 
A este respecto, Racunsen y Foote (1971) encontraron en l o 8  
cotiledones de Phaseolus vulgaris, una protefna similar a l a s  descrip- 
t a s  que represents un 35% de l a  proteina tota l .  Por ~ d r 6 1 ~ s i s  se o b t i  
vieron (glicoprotef na principal, Tabla 16) manosa y glucosanrina, j untc 
con trazas de pentosas. La composicidn en m o n o s a c ~ ~ d o s  y aruino6cidos 
es seme jante a l a  de l a  glicoprotefna I1 aislada por  Puszta;i y Watt 
(1970) y l a s  sscasas dsiferencias observadas fueron atribufdas a l a s  
a s t i n t a s  variedades utilizadas. Si bien estos autores sugirieron gue 
'3 
l a  glicoprotefna aislada es una protefna de reserva, no l e s  fue posi- 
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ble oonfirnar si l a  protefna o l a  g l u o o s ~ n a  desaparecfan de 10s c o g  -C: 
ledones durante l a  gexminaci6n y e l  creoimiento subsiguiente. En cm- 
b i o ,  Exioson y Ckmispeels (1973)~ aislaron de 10s cotile dones de =- 
seolus aureus, o t ra  especie de l a s  legwninosas relacionada oon l a  ante - 
r i o r ,  protefnas que aontienen glucosamina y que son metaboliz adas du- 
rante l a  genninacibn. An6logamente, l a  glucosamina result6 concornitan- 
temente metabolizada, l o  qw indiob que esth unida a protefnas especf- 
f ioas d.e resema. La caracterisaci6n de es tas  protefnas m o s t r 6  que son 
, f d6ntiaas a l a  v ic i l ina  y a l a  legumina, l a s  p r i n c i p l e s  protefnas de 
reserva de l a s  leguminosas (ver Pmtefnas de resema p6g. 15 , Tabla 7). 
b 
La oomposioidn en aminoBcidos y monosac6ridos de l a  vioilina de Phase* 
lus aureus (pico 111, Tabla 16) oonouerdan cton 10s de l a  v ic i l ina  de 
Vicia faba ( E l l e r d  y col., 1371), y 10s datos obtenidos para l a  legu- 
mina (pico IT) coinciden con 10s informados por Bailey y Boulter (1970) 
y E l l e r  y col. (1971) para l a  legumina de Vicia faba. ~dem&s, l a  corn- 
parscibn de 10s datos (Tabla 1 6 )  indl06 que e l  I1pico I1Il1 es iddntico 
e la, ~glicoprotefna 11" y a l a  llproteina prinoipalv de Phaseolus vul- 
sar i s .  Los autores ooncluyeron gue l a s  proteinas de reserva m6s impor- 
R %antes de l a  legminosa Phaseolus aureus , son verdaderas glicoprotei- fias que contienen pequefias cantidades de gluoosamina y azdcares neu- 
t r o s .  Reoientemente, Barker y col. (1976) purifioaron y caracterizaron 
l a s  principales proteinas de resema de P h a s e . 0 1 ~ ~  vulgaris y encontra- 
ron que l a s  mismas estdn localimdas en e l  cuerpo proteico, en base a 
l a  presencia de sus subunidades en l a s  preparaciones de cuerpos p ro te i  
cos aislados. Observaron, asimismo, diferenoias en l a  distribucidn de 
dichas SuburxLdades ell l a  parte e d e m a  y oentral de 10s cotiledones. 
Desde o t r o  punto de v is ta ,  se obsem6 que varios te j idos  vegg 
t a l e s  presentan proteinas y glicoprotefnas que pueden unirse a hidxa- 
t o s  de carbono con una a l t a  afinjdad y especificidad estructural. Esas 
lect inas  o 2itohemoglutininas se han comertido en objeto de creciente 
inter&. La familia de l a s  leguminosas result6 se r  una buena fmnte  de 
lect inas  . 
Lis y co1,(1966 a) aislaron de l a  hariina de soya, una fitohen2 
glutixina que oontiene 4,s $ de manosa y 1,O $ de glucosamina. For di- 
gesti6n enzim6tica exbaustiva obtwieron 2-acetaddo-l-~-(4'~-~-aspar- 
. i ti1)-2-desoxi-, J-D-glucosamina, l o  que i nd icada  e l  punto de unidn en- 
t r e  10s hid.ratos de oarbono y l a  protefna. De l a ,  globulins de harina 
de soya, ICoshiyama (1969) aisl.6 un glicopkptido similar. ~dends  de es- 
t a s  glicoproteinas, Lie y col. (1966 b )  enoontrnron t r e s  fitohemogluti . -
ninas dis t in tss  m & s ,  que contienen entre 4,2 y 8,2 $ de nanoss y 0,7 y 
Bowrillon y Font (1968) puri f i~amn urn f i tohe~og lut in ina  de 
Robinia ~seudoacacia (Tablo 1 6 )  que posee fucosa, zi.lone, manose y glg 
oosmina cono rno~losncbrid~s aozqooentes, junto aan trazas de ~ ~ u c o G ~ .  
La oaaposicidn en aminoQcidos se caracteriea por  la ausencia Be amino& 
cidos azufradoa y el predonin3.o de sexizla y de 10s 6cLdos aspdrtico y 
&ut&miao. - -  J a - 
Da La8 semill.as de ~ a e u l u s  vuf,g&xia Jaffe' (1962) sbtwo urn 
U11 
f raccidn pmteion de actirkdad hernoagluticantc cue contiene un 30 gb de 
%idretos at3 oafbono ( fnoosa, xi loaa y galact osa), y Takahashi y co la  
(1967) purific'aroa urn l eot ina  (Tabla 16) qu8 contiene manoso couo as4 
car principal y pequeEas crtntidades de arabinosa, fucosa, d l o s a ,  ga- 
Zactoaa y glutzosamina. 
N A P U R B L E Z A  D E L  B A L A C E  H I D R A T O  D E  
- 
C B B B Q f l O - P R O T E I N A *  
-
La asractexfs-t;ica sstructurr3 m6s impa&znte de IRS glicapro- 
teinas eo el enlace covalenta entre el azdcar y el amino6cido que uae 
la8 uvlidhaes hfdra tos  de carbono a 1 ~ s  cadem8 peptfd;loasl Este en- 
lace imolurzra siempxe el C-l. del azbcar y ul1 ~ Y ' L X ~ O  flzn~jorlal 'del &- 
no6cido. - ,, 
LOP trrrs t ipos  ds uniones $Ucopt!ptidas emon%mdss covr mayor 
f reoueno5.a en Jas gU,,oopxot;ef~ms vegetalee son: - 
a) Glicosilamina: la unidn con el gxupc &da de la asparsgi- 
na es B-glloosfdioa y corresponde siempre a la 3-acetilgly 
oosanina. 
b) Unionea 0-&iaosidioas entre el a ~ d c a r  y el erupo hldrod-  
lo de l a  aerlna o la freonlna. Lamport y co1.'(1973) y Lam_ 
port (1975) pmmmtaron cvidencia de que el szdcar imroLu- 
cra,do en este fipo de enlace para el camplejo extensina-pq 
l i sao8rido (ver Bstmctura molecWsr de l a a  psredes cslulg 
res, pdg. 33 ) ea la galactosa. 
c )  Uniones 0-glicoafdlcas entre la arabinosa y el g ~ p o  hldm -
xilo de la hicfroxiprolllzza, 
H n 
N-C - CH,--F- COaW 
H 
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ool.,  1961)s la esfructrrrs fue determinada por a;lslwiienfo 4% la N-ace 
%il&uorreem2 rdf asparagina y o ozepamai 6n con el acwpwslo ts3ntekl.zado 
(hbnShd3. y a~~b@I?ger, 1964)-, 
Este tipo de enlaces que imrolucran un dciEo d,-amino- /'?-hi- 
droxioarbodlf co ae camtctexizan por dar lugar, en condici onea ;aloa;Li - 
nas suavea (por ejemplo, NaOH 0,l N, 37 C durance 48 horns), a ura 
reaccidn de (?-elirnineai6n con liberaci6n dal Ndra to  de oarbono, for- 
macidn de l  correspondienfe amiaolici6o o(, P no safwado (Pigura  5) y 
rupturra de Is, ~ 6 e  U h t o  de carbono-~rotef na (knitemon g col. ,1965; 
A d a m , .  %9255:'a, $965 b). 
A p a  5. Lcrlm .1 la wNDhn pw ~ ~ l i d r i h  L la r f d n  Ogliwsfdka a )r ~ < - i i o f l l b o i l c i k  (t plirodl). 
- 
- 
.Ir . I . . . .  
.. I a 




arabinoua estA 1113j di O--~:l . icoai3ic~mente (1% t;ur~ 6) ~ 1 .  3.c MrlmxAprnli n:t 
( L t m ~ ~ o r t ,  3.969). 155; iurtereo:irrlte r ~ o t a r  riuo la N d r u r d p r o U ~ u  oliaoritrudu 
ex! l a c  r ~ l j  c o ~ ~ r u t u l i ~ r : ;  de cri 4:en tiajmal rio p:irece t.oL:;ir irrvo2u.oradci ell 
el. er0-aco : , ~ l j  copEl;tido. E:;te t i p o  de uxd bri a:: a s - t ~ b l c  an lui3 ooxldicio- 
n*>o de ra~r t~r ;~  t ior  fl-elimilmcibn cle lcfi;;  nmdurtes gl iooaf&i .cu~ en l u s  
rlua part icjpa 03, h id rox i lo  de la n e r l r a l  o t r u o n i l ~ a  y ~li~rosacdridoioc de 
urabi-nosir quo contierrcn 4-hidroxj -l-pmljna se uj:.laron (~;lm~,o~.t,1.963) 
pox t.ratrxij.ei~to dc 1tts ~,a~:eclco celwlares cox1 Il,a(C,fT}z 0,14 1';T a 30-2c:5 C 
rf u-ronte 6 u I! k~ora:;. 
Aulque el tema scrd  d.etcl:lado (vor ERicton dc ir, extrctcci6n 
0 x 1  me&o u3.calirzr.t, I&.:. 481, cube rwcordur que el irlca-U ooncentratbo, 
' Las eQlules de l a s  v e g e t s l e ~  se &st&ngueu de l a s  (sQLulaa anii 
males pop la pseselrc3.a de verd;rdex*as pamdes ccjlu2ams gw oon%femlz 
poUsac$ridos aomo material estructural. L s s  parodes celulares de l o s  - ' I  
mgetafaoj superloset3 con%isnen gema~alslente seXUoaa, la crual, oomo ma 
%eda5, ox%ataUno g d g i d o ,  fonna un sequeleta de mLorafibxiX3.a~. Este 
asguele%o eat4 embebfdo en txna matHz compussta do benioel#rosas oono 
-. 
' I  
La8 pasedes celulares e s t b  fornabs  pox t f o ~  tipoaj pareclea: 
pared primeria, fina, y una pared secundsria gruesa (Blbemheim, 
1965). Ida pared prlmaria es la parte de la pared qus preasnfan las  ad- 
lulas jbvellas, no ttifsm~ciadas qua asrtb en dtJ.vis&bn y clxe~im&tsnto. 
La pared primsr%a ea traasf omada en pared seoundarla durante el periq 
Bo ds drifemrucriaolbn a e ~ ~ s s ,  luego gue la o4ltd-a ha oesritdo su 0se03.- 
&en'ta. Zs P&gu.ra 7 mwstra 10s pri-mipallea msgos e s t r ? u c t W e s :  la 
 ust tern cia, in%eraefcrlsr, la pared prlrmafia, la Capa ex'terula de 38 pared 
s e a m a ,  la capa medfa, er la qw c3amespondE3 03. -or volmen dt3 La 
pared, la oapa in te rne  y l oa  aapacioe intercellilares. La cmnblnacidn 
de -s;i@del: y resistencis qtas 9s mguerida en 30s vegetales supsr&o3?98 '
eiatfi pmvista por aaa ealructura de varias capas y lam~I.a@ d0 l a s  par2 
pared primwia pared secundaria (t rcs capas) 
1 \ I 
La pamd primarja de una @;ran var%e&d de vegetales supf io -  
rea pareoen %emr rasgos prinoipales en oamh y pmden, de hecho, te- 
ner estructuras muy similares. E s t o  no es c ie r to  para l a  pared secundg 
r i a  donde l a  oomposicibn y l a  ultraestructura varian oonsiderablemente 
de un t i p 0  de celula a o t r o ,  De alxf que 10s estudios efectuados hasta 
e l  mamento sobre l a  estructura moleoular de l a s  paredes celulares se 
refieran a cdlulas que contienen pared pdmaria solamente; y 'par  l o  
tanto en es te  capftulo se t r a t a r h  10s aspectos relactiolllado~ funmen-  
talmente con l a s  paredes primariaa, 
C O M P O S I C I O N  Q U I M I C A  
La oelulosa, l a s  hemioelulosas, 10s poZisac4ridos pdcticos, 
l a s  protefnaa estructurales y l a  l ignina, han sido identifioados oomo 
10s componsntes prinoipales de l a s  paredes celulares de 10s vegetales 
La pared oelular no e3 una mozcla a1  aaar de 10s polisao6ri- 
dos ( N e r i n s  y ool . ,  1967) sino que su composicidn eat6 mamadamente 
eontrolada t a l  como l o  indioan l a s  diferencias entre primari a 
y l a  secundaria, 
Celulosa 
Xas mol6culas de glucanos l ineales  de l a  celulosa presentan 
un peso molecular baj o y no unifome en l a  pared primaria y mucho m a s  
a l t o  y Wforme en l a  pared secundaria. Estas mol~culas e s t h  uxddas 
entre sf por uniones hidrbgeno. La ~ani6n entre aproximadamnte 40 oadg 
nas de glucanos cons~tu;ye una red de f ibras  de 35 A de d i h e t r o  deno- 
ninaaa f i b f i l l a s  elemex.tales. En l a s  paredes seoundarias, esas fibxL- 
l l a s  muy elongadas se enouentran formando un agregado de 150 a 250 A 
de ddhe t ro  denominada xxiorofibrillas . 
En l a  pared primar5a l a s  f ib f l l l a s  de oelulosa han s i d o  des- 
criptas oomo comisterrl;es en un Mcoreu cristalrino altamente ordenado, 
rodeado de una zona no oxistal3.m fomnada por  moldoulas de oelulosa dg 
positadas aisladamente, polisactk5dos no ceLtliLdsioos y gliooprotefms. 
PoIisac6ri dos no celdL6sioos 
Los polisac&ridos pdcticos , presentes en una c oncentraci6n 
del 1 a 4 $, est6n 1ooaJ.izados fundamentalmente en l a  pared pr;imaria g 
en l a  sustancia in tercelUar .  Las hemioelulosas se encuentran tanto en 
l a  pared primaria como en l a  secundaria. 
La mayor parte de l a  pared primaria oonsiste en e l  material 
amorfo, extraordinariatnente denso, que rodea l a s  f ib f i l l as  de oelulosa 
(~lbers'heim, 19651, y 10s polisac6~3.dos no celul6sioos son 10s agentes 
.lde - oementado que mantienen l a s  f i b r i l l a s  ulddas. E s t o s  polisao&ridos 
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estdn constit  ucl dos por polfmeros l ineales  que se enouentran presentes 
>n t o d o s  10s niveles de desarrollo y pox poLisac8ridos altamente mi- 
fioaclos que son depositados en detemnjnadas etapas del creoirniento ce- 
lular .  La estructura de esos pol isac~ridos  v a d a  de vegetal a vegetal 
r es internsante destacar que, a pesar de que l a s  variaciones en 10s 
oomponentes cristal inos o f ibr i la res  e s t j  confinada a 10s vegetales ip 
feriores,  l a s  variaciones en l a  composicidn de 10s poLisao6ridos no 0% 
.uldsioos y de 10s rnateriales de incrustacibn, son caracterfstioas de 
r O S  vegetales supexiores. E s t o  se hace evidente a travds de l a s  diferen -
cias sustanciales observadas en l a  composicidn de l a s  hemicelulosas y 
llgrdna de l a s  Gimnospemas y i n s  Angiospermas (Timell, 1964, 1965) .  
Las propiedadee f fs ioas  de l a s  paredes celulares dependen fun_ 
aamentalmente de l a s  interacciones entre 10s distintos polfmeros compg 
nentes. 
I 
La Tabla 17 muestra ia composicidn en monosac~xidos emontra- 
da p o r  b i d r 6 i s i s  fioida t o t a l  de l a s  paredes oelulares aisladas de dig 
t in tas  especies (paredes pximarias) . I I - --. I 
. I - I 
Tabla 17. Cwaposicih en d d o s  de las paredes celu1wes primaias (moles k). - 




8 Ta?& y  GO^. (lm). 
blW1 y col. (1rn). 
!bse ~6 d m h  de 10s lfmites del & d o  & ( <1,5$, en peso). 
Idgd.m 
La lignina es un polfmero oamplejo y amorfo formado pox oxida- 
ci6n aooplada de uYridades de aloohol conifedl ioo (Freudenberg, 1965),y 
exist8 sufioiente evjldencia de que una gran parbe de l a  l ignina es t6  
combinada qufmioamente oon l a s  hemicelulosas (Nerev~ether, 1957) en l~ 
materjales lignifioados. Como l a  U m n a  es un oomponente oarao teds t i -  
co de l a s  paredes seoundarias, no ser6, i n o l d d a  en l a s  consideraoiones 
Proteinas estructurales 
( ~ e r  ~ r o t e f n a s  estructurales , p w n a  17 y Glicoprotefnas de 
pare des celulares , pdgina 21 ) . 
E S T R U C ! r U R A  M O L E C U L A R  
La estructura de l a s  paredes oelulares de 10s vegetdles ha si- 
do siempre objeto de intenso estudio. Sin embargo, a pesar de que l o s  
componentes de l a s  mismas han s i d o  identificados y estudiados con cons& 
derable det a l l e  (ver Polisac&ridos, p4g. 7 y Proteinas estructurales, 
p&g. 17 ), no existen antecedentes previou a 10s estudios iniciados erl 
e l  a50 1973 por Albersheim (Talmadge y ool., 1973) que propomionen un 
cuadro claro y completo sobre l a  es tmctura  molecular de l a s  paredes cg 
lulares  de 10s vegetales. l I  I 
Para es te  t i p 0  de estudio es necesario no s d l o  resolver 10s 
oomponentes de l a s  paredes oelulares en 10s dist intos polfmeros de com- 
posici6n, t i p o  de unibn, tamafio y seouencia definidos, sin0 que es  fun- 
damental establecer l a s  intexaociones entre diohos poLfmeros. Las difl- 
cultades inherentes a estos an6Lisis se deben a dos gxandes factores: 
( a )  vafiaciones en l a  preparacidn de 10s polisao~riclos debidas a l a  po- 
l idispersidad natural, 10s oambios que pueden ocurrir en 10s polisac&mi 
dos segiin e l  estado de desarrollo celular, l a s  dif erenoias entre 10s pg 
l isac&ridos depositados en l a s  distirrtas capas de l a  pared celular,  y 
l a  na~ura leza  heterogenea de l a  mayoda de 10s tej idos que contienen 04 
lu las  de diferentes t ipos y que tienen paredes oelulares de oomposioidn 
vaYiada; (b) mbtodos de aislamiento (ver Edraccibn de 10s poLisac6ri- 
aos, p k .  43 1. 
Las imestigaciones llevadas a cab0 por  Lamport; (1965, y refe- 
renciaa allf citadas) sobre glicopmtefnas de paredes oelulares de vegg 
t a l e s  su-perjores (ver Glicoprotefnas de paredes celulares) l e  conduje- 
ron a pxoponer l a  hipbtesis de que l a s  paredes oelulares contienen wla 
malla de protefna-poUsac6rido an&loga a l a  red de peptido-glioanos de 
l a s  paredes oelulares de l a s  bacterias. Esta hipbtesis fue poster5.omeq 
t e  comprobada p o r  e l  mismo Lamporb (1967, 1969) trabajando con culMvos 
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de una susgensl6n de o62flas de Acer pseudopLstanus y aopemicorr es- 
cuitentwn; suzcontr6 residuos de hidroxiprolltna unidoa 0-glicosfdicameu- 
t e  a ctligosac&ridos de ba3o peso rnolaou&ar perteneoieiztes a XQS poxis3 
c&zi doe de la pared celtilar. Estos ol igosac6r idos  son probab1smenlt;e el 
arabinosa con respecto a1 punto de tarxi-& con la Md.T~xipr~l inqe B s t a  
supoaicidn fue confirmada por  el aislam2eato de l a a  pzlredes celuLares 
b 
ds plcricarpio da mafz, de w complsjo polisac&rido-protefna r;ico en N- 
La Wgurs 8 es un eaqwms WpotQtioo del ordenamfento ds este 
caafiejo protaltaa-poUsacQAdo de Tas pnredes celuhres. Las oadems 
latesales &el po2isac&rido pro'bablemx.-t;e oontienrea un galaetano con rg 
mifi,oacioms de ol.igosao&dos de arabinasa da bajo peao m o l e ~ ~ a r .  Eg
%os oligosacQrido8 estCZn unfdoa glicosfdj.cmente a la h;idrofiprol%nae 
La8 molQcUas do grote$ms puoden entmoruzasae a %raves tb pusntes di - 
a u f u r c s  papa aumentar la crohorencia y la resistencia a la ex%ensi6n 
de la pared (Lampod, 1965). La xuptucra de la red prmee Laa SW~~II- 
cias p&oticas sdtxbles en acido y Zas hemicslulosas solubles en 62caJ-i. 
Dado que l a e  tmioms L-ambinof uranbsioas s o n  dpi d=en%e h.i droaZizadas 
bajo condiciones d9bilmsnte &cri &as, La extrat3oiCS~z oun acidos d d d a a  
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con Qloali ,  s i n  embargo, rornpe e l  enlace entre l a  arabinosa y 10s o t r o ~  
poUsac6r5 dos, liberando l a s  hemioelulosas. 
Utilizando e l  heoho de que l a s  parodes celuJ.ares pueden s e r  
fragmentadas en forma muoho m & s  sa t is factor ia  mediante e l  uso de enzri- 
mas hidrol i t icas  purifioadas, Talmadge y col. (1973) aislaron fragmen- 
t o s  defillidos sobre 10s que efectuaron 10s estudios estructurales. Pa- 
r a  dioho estudrio seleccionaron Las paredes oelulares aisladas de un 
cultivo de ma suspensi6n de ctblulas de una Aceraceae (Acer pseudopla- 
tanus), oonocida como siothoro, debido a que es un cultivo de t e j ido  
homogdneo, l a s  cdlulas son aisladas antes de que se in ic ie  e l  engrosa- 
miento y l a  Li.gni.ficraoi6n, y aden& secretan a3 meao polisac&ridos de 
composici6n s i a l a r  a 10s polisacAridos no o e ~ ~ b s i o o s  de l a  pared y 
estmcturdlmente mlaoionados oon 10s mismos (Bauer y 001. , 1973). La 
importancia de es te  t raba j  o reside preoisamente en l a  eleccidn de o6lq 
l a s  que poeeen pared primaria bnioamente, y e l  uso de enzimas hidrolf- 
t i cas  puxifioadas para a i s l a r  10s fragmentos de l a  pared celular  , . cons- 
t i tufdos por polisac6ridos y g l i~opro te fnas .~  # -  - - 
- - 1 -  
A oontinuacidn se detallan 10s *sliLtadoa impo&antes 0 b t 5  
nidos  en e l  fraccionamiento y anQUsis estructural  de 10s componentes, 
y Las comlusiones derivadas de 10s mismos  que l e  permitieron proponer 
a estos a d o r e s  (Tahadge y ool., 1973; Bauer y col., 1973; Keegstra y 
co la ,  1973) un modelo estructural  para l a s  paredes primarias. Por razq 
nes de espacio se han omi t ido  10s resultados obtenidos en e l  a d l i s i s  
.. . - 8 
pox netilaci6n. ;. i ,\. " ? : . -  - , -. I; I 
- 
1 
Determinacidn de l a  estructura molecular de l a s  paredes oelulares pri- 
La composioidh en &onosac&riaos de Las paredes oe lua res  es ta  
indioada en l a  Tabla 17. Los monosac6fidoa oomponerrt;es de 10s polisac, 
r id03 no oel1iL6sioos oonstituyen e l  63 $ de l a  pared. EL resto corres- 
gonde a l a  oelulosa (23 $) y a l a  protefna (10 $). Los estu&ios de me- 
t i lac idn efectuados sobre  l a s  paredes ceLuZares enteras y sobre l a s  
fracoiones obtenidas por l a  acoidn de l a s  enzimas hidrolf t icas,  demos- 
traron que l a s  paredes oelulares del sic&oro e s t h  f omadas po r  un n& 
mero limitado de polirneros: un arabano (10 $), un fi-(1+4)-galactano 
( 8 $) , un ramnogalacturonano (16 $1, un xiloglucano (21  $1 Y pro- 
tefna r ioa  en hidroxiprolina (10 $, tetra-arabinbsidos urxidos a l a  hi -  
droxirplina, 9 $) , j unto con ps queiias canti dade s de un 3,6-arabinogalag 
tano ( 2  $) y l a  celulosa (23 $). 
La estruotura de l a s  sustancias p4ctioas se determind (Talmad- 
4 
- - 7 vwly;fl - 
- 
. - 5  4 
- . c  I . . -  * - - 1 :  - 
ge y col., 1973) por estuaio de 10s fragmentos Uberados por l a  aoc96n 
. - 
de una endopoligalaoturonasa. Esta enzima, que degrada espeoff'ioamente- 
l a  zona de 10s galaoturonanos de l a s  sustancias p&ctioas, l iber6 ~ 1 1 6 %  
de l a  pared oelular como material soluble (fraoci6n 9G; l a  oomposioidn 
en nonosac&yridos de Qsta  y l a s  demQs fracciones menoionadas, fig- en 
l a  Tabla 18).  Este material oonstituye e l  50 $ del t o t a l  de l a s  sustan_ 
. 
aias pdcticas y oontiene e l  75 $ del &cido gaXactur6nico de l a  pared. 
Por fracoionamiento sobre Bio-Gel P-2 se detemin6 que @st& formadopor 
k 
material polimdrico (fracci6n Pe, 26 $ de Qcido gdacturbnico y 74 $ 
de azificares neutros) y por  aantidades aproximadamente iguales de &ci- 
dos tri-, d i -  y monogdacturb~co (fracci6n P G ~ ) .  
E l  a n a i s i s  de l a s  fracciones y PG2, y de 10s oUg6meros 
de Aoido galactur6ni.00, obtenidos por 'hidrblisis Eicida parcial de l a s  
paredes, pernitid proponer una estructura tentat iva para e l  ramnogala2 
turonano (Xgura 9). 
Figsa 9. EsiruAm plopuesta para el la^. N, rrlirrro - no detamimdq - prdxiblemente entre 4 y l0. 
- - 
' 1  . - . . ' I  I - I 
Tabla 18. Cooposicidn en ~wnosac&idas de las fraccim dslactas - de - las pEl.edes c e l u h  de kw WQI latanus (moles 5): 
I 
a Talrmdgo Y ~01. (1973); bw y col. (1973); Kaegsttl3 y col. (1973). 
Za degradaci6n de l a  cadena del galaoturonano p o r  l a  endopoli- 
galactuslonasa denostr6 que 10s enlaces glioosfdicos son de configura- 
cibnM y. que 10s oligdmeros no contienen menos de cuatro umdades (Bn- 
g l i sh  y col., 1972). Los perfi les de elucidn sobre Bio-Gel P-30 y Bio- 
G e l  P-2 indicaron que l a  zona l inea l  del galacturonano contiene entre 
se i s  y doce unidades (Bauer y col., 1973). 
p;' :l'Los polisacdridos acidicos de l a  fraccidn P G l  (fracci6n PGlg) 
se ob%%.eron p o r  cramatograffa sobre IIEAE-Sephadex A-25, y por hidr6- 
l3.sis gcida parcial de 10s mismos y anal is is  de 10s productos, se de- 
te--in6 l a  estructura del arabano y del galactano. Los resultados indi  
- 
p = - 1  
'. ,* caron que e l  85 % de l a s  unidades arabinosflicas fueron Iiberadas por 
I L  *[ h i d r b l i s i s  del fragnento Bcido del ramnogalacturonano, mientras que e l  
75 % de las nidades ga~actiosfdioas pemanecen unidas al mismo. E s t o s  
datos, sumados a 10s obtenidos por  meti~acibn,  sugirieron para e l  ga- 
lactano una estructura l inea l  f ormadn p o r  u n i  dades de -( 1-+4)-galao- 
topiranosa y unida por su extremo reductor a l a  cadena pxinoipal del 
raanogalacturonano, y una estruotura ramificada para arabano. No se p& 
do determjnar s i  este a t j - 3  est6  m i d o  a1 galactano o directamente a1 
ramnogalacturonano . * l L r n  '. --.-. 1 . 4  + , a, , -  -. b 8 .-, r 
- -  . 
I . .  
La fraccibn PG~B mostrb adem& l a  presenoia de pequefias canti- 
J- da&s de un xiloglucano uxi.d.0 covalentemente d gdactano, y como bste 
a su vez es t6  unido oovalentemente a1 ramnogalacturonano, servj-&a 00- 
mo puente de uni6n entre amb os polisacfLridos. E l  punto de uni6n entre 
e l  xilogluoano y e l  galactano no ha s i d o  detercminado; dado que l a  m i -  
t ad  de l a s  unidades ramnosilicas e s t b  ramificadas en 0-4, es  probabl 
yue &ste sea e l  s i t i o  de uni6n del galactano ( ~ i g m a  9) 
Las estructuras propuestas para l a s  sustancias pdctioas de l a  
paredes celulares del sic&oro, son en general oonsistentes con otros 
estudios previos (ver Polisac6x5dos estructurales: Sustancias pdcti- 
La estructura de l a  hemicelulosa se determind ( ~ a u e r  y col., 
1973) mediante e l  aislamiento y caracterieacibn del xilogluoano rema- 
nente en l a s  paredes celulares tratadas con l a  endopoligalacturonasa. 
Para e l l o  se estudiaron l a s  fracoiones liberadas por  tratandento con 
urea 8 M (fraccihn u) ,  con hidrbxido de s o d i o  O,5 N (fraccibn B) y con 
una endoglucanasa. Estas a su vez fueron fraccionadas en polisac6fido~ 
neutros (fracciones C 1  y ~ 1 )  y acidioos (fracoiones C2 y B*) por aroma 
tograffa sobre ~AE-Sephadex A-25. Paralelamente se estudib e l  xi loglg 
can0 aislado de 10s poUsac&ridos extraoelulares (fracci6n E)  y se en- 
contrb suficiente evidencia de l a  presencia del mismo t i p 0  de xiloglu- 
can0 en l a s  paredes celulares. 
En efecto, l a s  fracciones U, B y l a  obtenida por acci6n de l a  
endogluoanasa son muy sirnilares entre sf y poseen 10s m i s m o s  t ipos de 
uni6n y composici6n que e l  xilogluoano extracelular (fracci6n E).  Ade 
m&s se observ6 que estos polisacfLridos muestran l a  misma faci l idad q* 
. 
e l  xilogluoano extracelular para f ormar uniones no covalentes con l a  tl i oelulosa y complejos con e l  i odo ,  y que 10s fragmentos del xilogluoano, 
obtenidos por  h i d r d l i s i s  exhaustiva A? l a  fraccidn C 1  con endogluoana- 
f s a t  presentan 10s m i s m o s  perf i les -  Lucidn so' B Bio-Gel P-2 que 
F 3.08 oam~gand ien tee  o7igbmems de 3-a f ~ ( a o o i 6 ~ 1  23. E s t o s  resultados in- 
dictan que 10s xilogluaanos de ambas fuentes son virtualmente i g~ , , ,~ -  
- 5 s~ &a estructura d a l  ~Llogluaano (Figma 10)  consiste bQsicmente 
,I%-&- 
ex. ~ n a  oadena de unidades de D-glucosa enlazadas por Llniones 6-(1-4)- 
rmificaciones de D-xilosa en posicidn fi-(146)- en t r e s  de cada 
:IS unidades de gLucosa. Esta estructura guarda una estrecha simili- 
tud con 10s xiloglucanos de semillas que han s i d o  ampliamente estudia- 
qos (ver Arniloides, g 6 )  
i 
L - 
Figra 10. M k r a  papuasta pare el oligosac&ido del xiloglwno de mqcr peso mlecular. la flecha Indica la purrkc6 de tnih 
re sf st^ a la enfbglucrna - 
. ._  r I 
Los resultadoo obtenidos p e d t i e r o n  a Bauer y col. (1973) pro- 
pomr l a  uni6n no covaiente del xiloglucano con l a s  f i b r i l l a s  element2 
l e s  de celulosa g l a  existencia de uniones covalentes con l a s  sustan- 
cias pecticas, ya mencionada, en base a1 a n a i s i s  de l a s  fracciones U, 
3~ C2 que contienen cantidades significativas de ramnosa, arabinosa, 
galactosa y h i d o  galacturdnico. La funci6n estructural de 10s polisa- 
c&r;idos liemicelul6sioos serfa  l a  de internonectar l a s  f i b r i l l a s  y l a s  
sustancias p6cticas; esta f w i d n  e s t a d a  basada en l a  habilidad de 
10s miamos en unirse no covalentemente a l a  celulosa (Elake y Richards, 
1971 a; GranC y col., 1969) y covalentemente, a t m d s  de l a s  tarxiones 
glicosfdicas de sus extremos reductores, a 10s polisac6ridos pkcticos. 
A este respecto, Keegstra y 001. (1973) encontraron evideencia adicio- 
lial a1  analizar l a s  fracciones B1 y B2. La f raccidn B 1  (poLisao6ridos 
neutros) consiste casi exolusivamente en xjloglucanos ; en cambio l a  
fraccidn B2 contiene 10s azbcares caracterfsticos de 10s fragmentos 
pecticos ricos en monosac~ridos neutros (ramnosa, arabinosa, galacto- 
sa y dcido galactur6nico) de l a  fracctdn PG1,  y 10s azficares caracte- 
r f s t icos  del xiloglucano (fuoosa, xilosa, galactosa y glucosa). Los a s  
1 1  
:I!- t u d i o s  de metilacidn confirmaron estos resultados. Ademgs determinaron 
1 
que l a  estructura corresponde a l a  uni6n del extreme reductor del xi12 
- 8.  . 8 1 
glucano con 10s pol i sac~r idos  pdcticos. I 
La glicoprotefna estructural  ae l a s  paredes celulares de Acer 
-3- ; 39 
- 4 -  pseudoplatanus fue estudiada por  Heath y Northcote (1971, ve r  rlxcoprg 
tefnas de paredes celulares, p6g. 2 1  ) y encontraron que es r i c a  ex 9 
7- ' drox=iprolina \&a hidroxiprolina constituye e l  2 $ de l a  pared Clelular r- ,- 
y e l  20 de 10s amino6cidos to ta les )  y contiene una a l t a  proporcidn 
de arabinosa y galactosa. Keegstra y 001. (1973) exminaron l a  natura- 
leza del enlace entre 10s poUsacQridos de l a  pared y esta protefna eg 
tructural.  Para e l l o  hioleron uso de enzimas proteolfticas y observa- 
ron que ouando l a s  paredes celulares enteras eran tratadas con pronasa, 
s b l o  se liberaba menos del 0,3 6 de 10s k i d r a t o s  de carbono tota les  de 
l a  pared oomo material soluble. En oambio, si se utilizaban paredes og 
lulares  tratadas previamente oon l a  endopoligalacturonasa, se solubilL 
zaba mds del 2 $ de 10s hidratos de carbono tota les  y este porcentaje 
se incrementaba hasta ceroa del 4 $ si sdemds l a s  paredes celulares hg 
bf an s i  do degradadas con l a  endoglucanasa. E s t o s  resultados indioaron 
que 10s hidratos de carbono de l a  glicoprotefna estruotural estaban 
unidos a 10s polisac&ridos de La pared. 
Los glicopbptidos obtenidos en es te  dltimo caso presentaron l a  
composicidn indioada en l a  Tabla 18 (fraccibn PR), y 10s datos results 
ron consistentes oon l o  supuesto preriamente. Para e l  estudio estructy 
r a l  fueron previamen-be fraccionados por cromatograffa sobre -4ephg 
dex A-25 y 10s msul-bados obtenidos mostraron que l a  fraccibn que no 
posee polisac&ridos acfdicos (fracci6n m), presenta s b l o  un 5,4 $ de 
hidratos de carbono ( 2 , l  $ de l a  pared celular)  junto con restos hie 
xiprolfrricos. E l  azfioar predominante e s  l a  arabinosa que deriva presu- 
miblemente de 10s oligosac6ri dos unidos glicosfdioamente a l a  Mdroxi- 
prolina, t a l  oomo fuera determinado p o r  Lamport (1969). A difemncia 
de l o  encontrado para l a  fracoidn PR1, l a  fraccidn que oontiene 10s pg 
lisac6x5dos acfdioos (PX2) posee un 95 $ de hidratos de carbono (1,7 5 
de l a  pared celular)  y es en composici6n y t ipos de edaces ,  similar a 
10s fr-entos p&cticos dc l a s  fraociones P w  Y C2. Dado que 10s f r a g  
mentos p6ctioos de l a  fraooidn PR2 fueron Uberados por l a  accidn de 
una proteasa, es  evldencia de l a  e a s t e n c i a  de una uni6n entre l a s  suss 
- ,  
tancias pdoticas y La protefna. 
50s datos obtenidos, si bien no permiten determinar e l  t i po  d 
I unibn, ooncuerdan oon l a  hipdtesia de que 10s polisacBrridos p6cticos 
p-c 1
estsn unidos a l a  protefna por madio de oadenas c o d a s  de arabinogalag 
tanos, similares a 10s enoontrados para l a  glicoprotefna de 10s p o l i s 2  
. U 
c&ridos extracelulares. En ambos t i p o s  de produotos se deteminaron, - - 
pdptjdos que contienen hidroxiprolina y una a l t a  propomibn de unida-- 
des galactosfdioas sustitufdas en 0-3 y en 0-3 y 0-6 simult&neanente; 
- - 
- 1  
'4 
estos arabinogalactanos sercirjdan oomo puente de ur4 3n entre e l  -=no- 
*pas & uXdonat3. 
- Lo8 mstaltados presentadas puet'Iexz B a r  re@m&.d~fsr an t d x m t ~ o ~  Be, 
aoilels est;xuctwal para Jae paseders culuZarse~ Wl rsiercknsra, 32 bAsn . 
e. estruaturas son posibles, la eqd descripfa es aoosistanta aon 
F- '" llai (agwla  13) l oe  oomponerxtes de La pamB aparcrcren mg~sea$a 
his- 
s a~ 
dos en l a s  propomiones apropladas. La ds t ano ia  e n h e  l a s  f i b r i l l a s  
elementales de oelulosa ha s i @ o  expandida para mostrar l a s  intercone- 
 ones entre 10s polfmros. 
E l  modelo u t i l i za  e l  heoho de que e l  xilogluoano puede es t a r  
estrechanente un3.a~ a l a  oelulosa y que 10s extremes reductores del 
nrismo e s t h  enlaeados a l a s  oadenas de galactanos del ramnogalactwcong 
no. Esta estruotura hipot6tica muestra como l a s  sustanoias pdotioas eg 
t6n unidas a l a  serina de l a  protefna de l a  pared a .~,ravds del 3,6-arg 
b i  nogalaotano . 
Por  otra parte, esta estruotura permite explioar l a  naturaleza 
de 10s fragmentos liberados por  oada t ipo de enzitma: l a  endopoligalao- 
turonasa hidroliza 10s enlaces gliooafdioos de l a  oadena pdctica prin- 
oipal liberando 10s aoidos  t~%-, di- y monogalactuul6nico (fraoci6n 
PG2) y l a s  oadenas de arabanos y galactanos unidas a 10s fragmentos 
acfdioos de l a  oadena principal (fracoi6n PG~B) ; una vez que l a s  sus- 
tanoirza pdo%i oas han si do paroi almente degradadas , l a  endogluoanasa lj. 
bera oon mayor faoilidad e l  xilogluoano para dar lugar a 10s o l i g o s a o ~  
r i d o s  neutros (fracoi6n OJ) y 10s fragmentos p6oticos que yemansoen 
insolubles por su mi6n oon e l  xilogluoano (fraoci6n C2) ; l a  pronasa, 
que no puede lsiberar Udratos de oarbono de 1as paredes oelulares e in  
degradar, es t6  en condioiones de Uberar  fragmentos pQoticos luego del 
tratamient o con l a  endopoligalact uronasa y mayores oanti dades de hi. m- 
t o s  de oarbono luego del tratamiento oon l a  endoglmanasa (fraooi6n 
PR2 ) 
La pared oelular pximar5.a de l a s  o6ll;ilas de Aoer ~ a e u d o ~ l a t a -  
nus puede s e r  oonsiderada oomo una &ca 1ilacromol6oula en l a  qus 108 
-
componentes, oon exoepoibn del xilog~uctano y l a  oeli;ilosa, e s t h  unidos 
covalentemente, y l a s  numerosas uniones hjdr6geno entm dstos l e  con- 
f ie ren  l a  fuerza de una uni6n oovalente. 
S i  bien e s  d i f f o i l  oomparar l a s  estruuturas de 10s oomponentes 
de l a  pared a q d  descriptos oon 10s de l a  l i t e ra tura ,  en razdn de l a  
w l i a  variedad de prooedimientos de preparacidn utilizados y l a  hete- 
rogenei dad de l a s  fracoi ones extraidas qdndoamente , existen rasgos 9% 
t r u o t u r d e s  espeoffioos de l a s  paredes celulares del sic&noro que par2 
cen s e r  oomunes a otras espectes relacionadas o distantes dentro de 
goarabindsidos asooiados oon Qsta, est6.n ampliamente d;istrribddo~ en 
e l  mLno vegetal (Lamport, 1970). Kooiman (1960 a )  demostrd que e l  xi- 
logluoano se enouentra en laa  paredes oelulares de 10s ootiledones o 
del endoapema de nurnerosos vegetales, y observb l a  existencia de l a  
L 
L 
Lnterconexibn entre e l  xiloglucano y l a s  sustanoiaa pdcticas en l a s  pz 
redes oelulares de 10s ootiledones de semillas de mostaza. Wilder y A- 
bersheim (1973) determinaron que l a  estrfictura b&sica del xilogluoano 
de l a s  paredes celuLares de Phaseolus vulgaris es l a  misma que l a  del 
xi.logluoano de Acer pseudoplatanus. Valente y Albersheim (1974) preset2 
taron exldenciz adicional con respecto a l a  fuerte unri6n entre l a  hem: 
celulosa y l a  celuosa,  y en especial en su relaciBn con l a  elongacidn 
de l a  cdlula. Grant y col. (1969) aislaron de 10s brotes de sexi l las  
t 
de mostaza una parbfctula soluble que representarfa una -dad estruct_u 
: r a l  de l a  pared oelular. 
Por otra parte, se observaron vaxdac&ones en 10s poli.sac$ixidos 
que oomponen l a  estructura de l a  pared oelular. Es sabido que otras 
clases de 'hemicel~osas  lake y Xohards, 1971 a)  pueden un;irse a l a  
celulosa y reemslazar a1 xilogluoano en au funci6n estructural,  por  
ejemplo, e l  arabinoxcilano aislado de l a s  paredes oelulares de l a  aleu- 
rona de cebada (Hordem vulgare, McITeil y col., 1975). Burlce y col. 
- 
(1974) estudiaron l a s  paredes celulares de se is  monocotileddneas y iwa 
I 
gimnospemna siguiendo l a s  tdcnicas descfiptas p o r  Taluadge y col. - 
(1973). Los resultados obtenidos en cuanto a l a  composicibn en monosa- 
c&rjdos (Tabla 17), protefna e hidroxiprolina (Tabla 14) y 10s estu- 
dies de metilacibn, mostraron que l a s  paredes celulares de l a s  monooo- 
tiled6neas coritienen 10s m;ismos t ipos de polirneros ( a  pesar de prave- I 
4 - rdr de i t i s t i l i t o s  te j idos)  y son sustancialmente diferentes de 10s de . 
l a  djcotileddnea (Acer pseudoplatanus) y fie l a  gimnospema (pino "Dou- I 
glas1!); e l  arabinoxrilano es e l  conrponente principal (40 $), junto con ', 
colulosu (9 a 14 a), Qcidos w6n;ioos (7 a 18 $) y protefna ( 7  a 17 6, - - 
de e l l a s  ( ~ 0 1 i u . p .  perennq) posee cnntidgdes apreciables de (-(1-+3)- y 
- I .- I I F  - . - 
.- 1 -  I - - 1.. - 
w 
- A-(I-++) -glucanos. - - .  - - I 
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E X - ' P R - A C C I O N  D E  L O S  P O L I S A . . G A R I D O S ,  
G E N E R A L J D A D E S  
Los procedimientoa de extracoi6n y fraocionamiento de 10s pol& 
sacBridos pueden ser ,  en muchos casos, oomple jos ,  Para algunos t ipos  
de p o l i s a c ~ r i  dos e l  aislamjento irrvoluora un procedimiento simple, ge- 
neralizado y reproduoible, oomo por ejemplo l a  extraooibn con agua de 
10s galao%omananos. En otros oasos, oomo Los polfmeros de l a s  paredes 
celulares de 10s vegetdles, 10s diskintos polisac&ridos oamponentes 
son e x t d d o s  con una variedad de solventes, despuda de uno o m 4 s  pre- 
tratamientos, y son luego fraocionados por  divernos mdtodoa, 
Comwrmente e l  an&lisis de 10s poU.sac&ridos de tej idos vegeta- 
l e s  es preoedido por  l a  desintegracibn y l a  extraooibn oon etanol 80 $ 
en oaliente,  seguido de seoado. Este prooedimiento remueve 10s azlfoa- 
res y otros oompuestos de bajo peso moleoular, inaotiva l a s  enzimas y 
prwee un adeouado material de partida para 10s a n m s i s  posterjores. 
La mayorfa de 10s mdtodos disponibles para e l  fraocionazniento y aisla- 
miento de 10s dist intos conatituyentes de l a s  paredes oelulares, wan 
e l  msiduo insoluble en aloohol ( o  acetona) o e l  msiduo l ib re  de ex- 
t r a e r  con aloohol-benceno oomo material de parbida, y a pesar de que 
se  puede obtener informaoi6n muy &ti1 sobre diohos oomtitu;yentes oon 
este res i  duo, presenta ser ias  desventaj as, For e jemplo, l a s  protefnas 
oi-toplasm&tioas, aoidos nuoleicos y polisactkidos de reserva son oo- 
precipi%ados oon 10s residues, en adioibn con algunos oompuestos de bg 
j o  peso molecuar oomo polifenoles y Qsteres fosfato, La contminaaibn 
oon proteinas citoplasm6ticas puede var ia r  del 5 al 40 % de su  peso, 
dependiendo del t i p o  y madurez del tej ido;  es ta  c o n t ~ n a c i 6 n  es oons2 
derable ccrmparada oon e l  oontenido en protefnas de esOos te j idos  ( 2  a 
6 % en peso de l a  pared oelular).  E s t o s  oo-precipitantes al teran 10s 
pesos relativos de 10s varies grupos de p o l j s a c ~ ~ d o s  de l a s  paredes 
celu3ares y tienden a osourecer oompletamente e l  signifioado y t ipo  de 
protefnas de paredes aelulares asociadas oon 10s mismos (Selvendran, 
1975). Adem6s se ha enoontrado que l a s  preparacionss de paxedes celuJ-5 
res oecas pueden requer5.r un tratamiento especiaI de re'hidrataci6n pa- 
r a  que pueda lograrse una extraocibn satisfactor;ia de 10s polisacfjri- 
dos (Knee, 1971), siendo conveniente l a  extracci bn de 10s t e  jidos freg 
COS.  
E l  estudio de l a s  paredes celuLares irxvolucra una ser ie  de ex- 
tracciones de severidad creciente, s e g ~ d a s  de l a  deteccibn y eskima- 
cibn de 30s monosac6ridos oomponentes de 10s extractos, Los procedi- 
de oonooimientos sobre l a  organizacibn de l a  pared oelular, haoe que 
l a  interpretacidn de 10s resultados sea, en c ier to  modo, sub jetiva. 
Los pol.isac&ridos no celuldsicos han si do definidos operaoio- 
.almente por  su presenoia en l a s  fraociones obtenidas mediante extrac- 
oiones qufroioas consecutivas. Las dos mayores fracciones son (ver Pol& 
sacgx5dos estructurales, p8g. 7 ) : 10s polisac6ridos pdcticos, obtenii 
30s por extraccidn con agua a ebullici6n, EETA o Bcido d;il&do ( ~ s p i -  
r nall ,  1970; Worth, 1967), y l a s  hemicelulosas, solubil.izadas por l a  
subsecuente extracoidn oon 6lcal i  (Timell, 1964, 1965; Whistler y R i -  
chards, 1970). 
Las hemicelulosas son extrafldas, por l o  general, luego de e l i -  
lrrinar 10s Idp idos  y l a  lignina. Dado que l a  l ignina actfia como agente 
de cementado en l a s  paredes celulares (TJoish, 1965), S U  re=ocibn e q o -  
a l a s  hemicelulosas a l a  f 6 c i l  disoluci6n en Q l c U  y pemdte e l  
aislamiento de l a s  hemicelulosas purras (Rogers y ool., 1947) en aque- 
110s casos en que l a  proporcibn do l ignjna es considerable (por ejem- 
p l o ,  Ziemicelulosas de maderas). Los lfpidos son eliminados con una me2 
cla  azeotrbpica de benceno: etanol en caliente. ( ~ u r t h ,  1939). Las ooq 
centraciones de Alcali usadas para e l  aislamiento de l a s  'hemicelulosas 
vam'an del 2 a1 18 $, pero l o  o o m h  es e l  1 0  $. Si  l a s  sustancias p9c- 
fcas est&i presentes en gran proporci6n (como en e l  caso de l a s  legum -
~ r e s  para f orraje) , freouentemente contaminan l a s  hemice l~osas  obtenj, 
ias por e l  procedrimiento comencional, y, pox l o  tanto, l a  extracci6n 
de l a s  hemicelulosas debe llevarse a cab0 luego de remover 10s polisa- 
cAx5dos solubles en agua y laa  sustancias pbcticas (Blake y Richards, 
1971 a). La f a l t a  de definicibn entre 10s ikistintos tipos de polisac6- 
xidos y l a  posibilidad de superposici6n entre l a s  sustancias pQcticas 
y l a s  hemicelulosas, contxibuyen a l a s  difioultades en l a  interpreta- 
cidn de 10s resultados, 
En base a l o  expuesto se deduce que l a  extracci6n alcalina de 
l a s  hemicelulosas implica l a  aonsideraci6n de dos factores: ( a )  l a  elii 
mimcibn de l a  lignina, y ( b )  l a  caracterizaci6n precisa ae l a s  frac- 
ciones obtenidas, a saber, l a s  su~ tanc ias  pdcticas y l a s  hemicelulosas. 
a )  E l  metodo comunmente empleado para l a  remoci6n de l a  lignjna (\WS- 
t l e r  y col., 1948) es e l  tratarniento del material con c lor i to  de s o d i o  
aoidificado (gcido cloroso) a 70-75 C. E l  cloro tambidn es usado en l a  
deslignificacidn. El material obtenido se conoce oomo holocelulosa. 
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; -- La deslignifioacidn suele produoir degradaoiones en laa hemicg 
' '?.Lulosas. A s f  por ejemplo, 10s extremos reductores son ox: sitos a Bci- 
dos ald6nioos y puede ocurrir l a  despolime~izaci6n y l a  oxidaci6n de 
10s grupos 2, 3-glio61icosm E s  importante .notar asimismo que , luego de 
l a  deslignifioacibn, e l  fraccionamiento de 10s p o l i s a c d ~ d o s  de 109 
j i d o s  vegetales puede t e m r  valor limitado en t6rminos_ de l a  matrjz de 
po3;Lmeros " in  vivotl, ' w n i z l ~ T ~  
En oonseouemia, Monro y cola (1974) sugixieron que ouando e l  
contenido en lignina es baj o, l a  desligni.fioaci6n es innecesaria, Ade- 
m Q s  cuando se trabaj a con paredes celulares primarrias (basta un 3 a 
5 $ de l i g d n a ) ,  l a  l ignina no se tiene en ouenta (Palmadge y col., 
1973) dado que es un componente caraotedst ico de l a s  paredes secunda- 
r i a s ,  A este mspecto, Gaillard y Bailey (1968) trabajando con pamdes 
c e l u l a ~ s  de ho jas y t a l l o s  jdvenes de t d b o l  (PrLfol ium pratense) oa- 
ractefizados por s u  bajo contenido en lignina, examinaron e l  efecto de 
una d e s l i ~ f i c a c i 6 n  suave sobre e l  procedimiento de extraccidn y fmg 
oionamiento. Para controlar dicho efecto, 10s msiduos de l a s  paredes 
celulares obtenidos gor extraccidn oon detergente neutro de Van Soest, 
fueron tratados con cloramina-T y etanolamina, E l  remanente se extrajo 
oon &cali  10 $, y 24 % junto con Qcido b6r;ico 4 $, y se deterncin6 e l  
contenido en galactosa y manosa en e l  residuo f ina l ,  obtenidndose un 
91 $ y un 85 $, respectivamente, del porcentaja presente en e l  residuo 
no desl;ignificado. Se dedujo, entonces, que e l  metodo de deslignifica- 
cidn usado no me j maba cons5 derablemante e l  procedimiento de extrac- 
c i  dn, 
' Pox otxa parbe, se ha encontrado que l a  desligrulfioaoibn m u e -  
ve grandes cantidades de arabinosa y gdlaotosa de l a s  paredes oelula- 
re8 de hipocotilos do Lupinus albus ( ~ o n r o  y col., 1972), La confirma- 
oidn de l a  pdxdida debida, pamialmente, a l a s  oondAolio~les Eioidas usa- 
das en e l  pmoeso ( p ~  2 , O  a 3,9) y a l a  ruptura de 10s enlaces &icos& 
djoos  furan6sicos, se Uev6 a oabo detemdnando l a  oomposioibn en mong 
sacdridos producidos por Mdr6l.j.sis Qcida de l a s  paredes oelulares des - 
pectinizadas, antes y despuds de l a  deslignifioao56n oon Qcido a o ~ ~ -  
co-cloramina T, Los porcenta jes de monosao&z5dos extrafdos en es te  a- 
t i m o  caso, respecto de l a  pared oelular to ta l ,  fueron 10s sigujentes: 
arabinosa 95 $, galactosa 70 $, xjlosa 30 $, manosa 20 $ y gluoosa 15%. 
E l  h i d o  ac6tico a l a  concentraci6n y pH usados, causa l a  solubi3.iza- 
oidn p r e f e r e m i d  similar, aunque algo menor, de l a  arabinosa y l a  gs 




ac6tico (pR 4,5J. 
I 
Bailey y Pickmere (1975, y referencias a l l $  citadas) pudieron 
g e i ~ r a l i z a r ,  en base a 10s resultados obtenidos, que en t e  jidos vegeta 
lea imaduros o de bajo oontenido en lignina, su remoci6n es innecesa- 
r i a  a h  cuando l a s  perdidas sean pequeflas. 
b) Las operaciones de degxadacibn relativamente suaves, t a l e s  oomo hey 
h r  l a s  paredes oelulares con agua o soluciones de EIEA, de hexameta- 
fosfato de sod i o  u oxalato de amonio, solubilizan una "meecla ccrmple- 
j a "  de polisacbfidos acidicos y neutros. Esos  polisacAridos son pollgg 
lactux6nioos , oarboximetilados en diversos grados y oontienen bloques 
de componentes oon azbaares neutros (gnlactosa, glueosa, d l o s a ,  arabd_ 
nosa, fuoosa, etc.) .  De ahi que 10s tkrminos c l ~ s i c o s  de sustancias 
pecticns y hemicelulosas (ver Polisac6lidos estructurales, pdg. 7) no 
Bean l o  sufioientemente precisos. 
Fw 
h, - S i  bien l a s  hemicelulosas se definen como 10s polisac6ridos so 
lubles en Qcali ,  existe una superposicidn entrs  l a s  fracciones pbeti- 
cas y l a s  hemiceluldsicas que depende del m6todo de extracoibn usado, 
y 10s tdminos hemicelulosas y sustancias pdcticas desoriben 10s m6to- 
dos me j o r  que a 10s polisao&ridos obtenidos, Roberts y Loewus (1966) 
ind;icaron que "10s prooedindentos nomdlmente usados para distirguir 
entre l a s  sustancias pdctioas y l a s  hemicelulosas, dan fracciones de 
h;i&ratos de carbono con solubilidades earacterfst icas que van de l a s  
sustancias pdcticas a lashamicelulosas, a pesar de que l a  composicibn' 
de esas f racciones (pare des oelulares de Acer pseudoplatanus) en 6cidos 
&gbnicos y pentosas son decididamente l a s  de l a s  sustancias p 6 ~ t i c a s ~ ~ .  
I '  
La comple jidad de l a s  sustancias pdcticas, por otxo lado, da 
lugar a una superposici6n de l a s  clases solubles en agua y las' solu- 
bles en Q i o d i ,  s e g h  l o  demostrado p o r  Aspinall y Fanshave (1961) pa- 
r a  l a s  pectinas de a l fa l fa .  Estos autores encontraron que 10s p o l i s a c ~  
r i d o s  extrafdos con agua eran ricos en pol iu r6n ioos  esterificados,mien 
tras quo la siguiente extraccidn con solueidn de oxalato de amonio dio, 
fundamentalaente, Qcido pectico, y e l  tratamiento final con solucibn 
ae hidxaxido de caloio en caliente permiti6 obtener una mezcla conte- 
niendo arabinosa oomo e l  azficar en mayor proporoi6n. 
50s oligosac&i. doc de L-axabinosa, que repmsentan en mwchos 
Zasos estudiados (Lamgort, 1370, y l a s  referencias al l f  citadas) e l  
primer gmrpo de azficares de l a s  cadenas la te ra les  de 10s poUsac~r&dos 
iie l a s  paredes ce lua res ,  suelen aparecer oomo sustancias pbcticas de- 
bid0 a l a  faci l idad con que 10s enlaces arabinos$licos son Mdroliza- 
dos pox e l  &ciao dilufdo oaliente (por e jemplo, HC1 G ,  05 I?). En cambio, 
3uando se usan otroa n6todos de extraccidn do sustancias pecticas, la 
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extmocidn aloalina subsiguiente Ubera, por l o  general, esas cadenas 
la te ra les  del poUsacQrido oomo hemicelulosas, debido a que e l  enlace 
existente entre e l  oligosac6xido de arabinosa y l a  oadena lateral. del 
polisac6xi do es, probablemente , l 6 b i l  al 
Whistler y Otxillard (1961) han sefialado l a  variedad de 10s prg 
oedimientos usados para preparar y a i s l a r  l a s  hemioelulosas y l a  woe- 
sidad de mif onnar diohos prooedimientos a 10s efeotos de haoer posi- 
ble una evaluaoi6n oomparativa de l a s  hemLcelulosas ae diferentes f ueg 
tes.  50s intentos de Blake y ool. (1971) de oorrelaoionar 10s pastos 
tropioales oon l a s  espeoies de zonas templadas, resultaron asimimo is 
pedidos debido a l a  carenoia de un metodo estableoido de an&lisis en- 
t r e  10s investigadores de este  oampo. 
Gaillard (1965) observ6 que l a  separaoidn de l a s  hemioelulosas 
en l a s  fraooiones A, B y C (ver Hemioelulosas, gag. 8 ) no es maroada 
g posteriomente Blake y ool.  (1971) oonfirmaron este heoho d. estu- 
diar e l  amplio rango de tdonioas de fraooionamiento oonooidas; ds por 
s f ,  l a  separacidn por  10s m6todos oomrenoionales ha probado s e r  nota- 
blemente irreprodwible. PmvTamente a1 tratamiento oon &lcal;i, 10s ma 
t e x i d e s  f w r o n  sujetos a extraccidn con etanol, agua fm'a y caliente,  
y oon oxalato de amonio, y deslignifioaci6n con olor5-$0. Para supemr 
l a s  variaciones impredecibles, Blake y col. (1971) inoluyeron en l a  ss 
paracidn oonvenoional de l a s  hemioeluJ-osas A ,  B y C, un t rataaiento 
por oalentamierrto de l a  soluoidn durante e l  f r a c o i o n ~ e n t o  (ver Parte 
- 
Expedmental, Procedimiento 2, p6g. 202 ) , y desamollaron un nuevo mB- 
t o d o  para e l  aislamiento de l a s  hemicelulosas de 10s extractos aloali-  
nos que oombina L a  diaisis oon e l  intercambio ibnioo, E l  metodo es  
simple y mAs reproduoible que l a  neutralizaoibn oonvenoiondl. oon b i d 0  
ac6tio0, y p e d t e  l a  examinaoibn Be l a  hemioelulosa C, wudmente des 
oartada debido a l a  d i f  ioultad de remover l a s  grandes oantidades de 
aoetato de so&o pme;nientes de l a  neutraIiaaoi6n, Los rendimientos 
relatives de l a s  hemj_oelulosas A y B pueden d i f e r i r  entre amboa m6to- 
dos en f crrma notable, A a f  pox e jemplo, se han enoontrado en cu&dadosos 
experimentos por  duplioado (mc$todo oomencional), vaxiaoiones de hasta 
e l  LO $ en e l  rendiziento prmedio de l a  hemioelulosa A. Estas varia- 
ciones no son debidas a flubtuaoiones en e l  o a p o  centrffugo durante 
l a  separaci6n de l a s  fraooiones, pero parecen ea ta r  asooiadas oon e l  
grado de diapers3.dn o ao2ubiXizaci~n de l a s  moldoulas, y en gran p a d e  
resultaron obv5adas por e l  tmtamiento por oalentamiento, 
NODIfiZ CACI OTaS Q U I E C A S  PHODUCIDAS DURAmE LA EXlPRACCION 
La mayor difioultad en e l  a-sis de l a s  estructuraa es l a  de 
C - I 
48 - '. 
em0 os  para e l  aislamiento de fragme 
nidos. Los m6todos ol6sioos de extraccidn, que ut i l izan 6cidos o bases, 
produoen l a  ruptura simultBnea, aunque parcial, de vax5.0~ t i p o s  de un5.g 
nes presentes entre 10s polfmexos componentes de l a s  paredes oelulares. 
Las taxiones glioosfdioas, particulamente l a s  de arabinosa, fucoaa y 
ramnosa, son susceptibles de hidr6l is is  en Bcido di lddcl .  Este t m b i d n ,  
hidroliza 10s enlaces Qs te r  de 10s grupos aceti los de 10s azficares y 1 
-os  Qsteres metflicos de 10s hides urbnioos, La f a l t a  de especifi - 
-sd (ver a continuacidn) hace d i f f c i l  e l  determinar oomo l a s  fracoionea 
edrafdas oon 6cido o 6loali  estdn unjdas entre sf o con 10s demds oom - 
ronsntes. A f a l t a  de metodos de fragmentacibn mds sa t ia fac toxio~,  oomo 
por  ejemplo e l  uso de emimas hidrolf t ioas pwxifioadas (Talmadge y ooL, 
1973), se ut i l izan 10s rndtodos de extzaoci6n tradioionales (que siem- 
pm involuoran degradaciones) y l a s  estructuras son deducidas a p a r t i r  
R l a  n a t u d e z a  de 10s produotos aislados, 
Hectos de l a  extracoibn en medio alcalino I 
Las rnodif5.oaoiones de l a s  hemicelulosas resultantes de l a  ex- 
T&mxi.bn aloalina, respecto a su composicidn o r i g i n a l  en 10s vegetales, 
. . 3e deben prtncipalmente a 10s siguientes t ipos  de reacciones: 
a) Desesterificaci dn de 10s polisac&ridos parciahento acilados, prin- 
ipalmente por grupos acetilos.  k - . .,, Y - 
J) Degradaoidn alcalina t i p o '  llpeeUng"; se i n i c i a  en e l  extremo m d w -  
t o r  del polisac&rido y da lugar a l a  f ormaci6n de Qoidos sacarfnioo~,  -/ 
por rnedio de una reaccidn de i%e~minacibn, a s i  oomo tambidn dcidos d l  -
kidroxlb~t f r ico ,  1Qctio0, f 6lTIl;ico y o t r o s  de bajo peso molecular (Sow- 
den, 1957) y a l a  formacidn de un nuevo extremo reductor. En 10s poli- 
sac&ridos que presentan uniones (1-4)-, l a  reaccidn de llpeeUngll, 
que procede por pasos, es finalizada p o r  una reaccibn de terminacidn o 
por  la presencia de puntos de ramificaoibn, por ejemplo uniones (~ -+2 ) -  
o (143)-(Whistler y Be M&Ller, 1958), con eliminaoibn de l a  cadena 
l a t e r a l  y del aadcar reductor y reordenamiento simultheo a un 6cido 
estable a1 &lcali, 
1 - La dagradaaibn alcalina, que \se produce afin en atm6sfera l i b r e  
I -' 
de oxfgeno, es considerablemente re duoida y l a s  reacci ones de . (3-ol;iml 
naci6n prevenidas si  e l  polisacArido se reduce previamnte oon borohi- 
druro (Aspinall y c o l . ,  1961). 
Cram-eliminacibn de 6ci dos ur6nricos : l a s  sustancias pdcticas se 
aspolimerizan en me &io neutro o alcalino, para dar fragmentos de D-gg 
lacturonanos de bajo peso molecular (Figura 12) .  Los Bcidos pbcticos 
l ib res  pareoen s e r  mQs resistentes que lac  pectinas y 1< 3usceptibil.i- 
- - I 





D r .  
% 1 
dad de sstos polimeros s la degradocibn, e s t a d a  detominada por lo 
prssenoia tie 10s grupos net i l  Qstoxea (~lberulheim, 1959). Noukom y 
b u e l  (1958) sugirieron que la rup tura  da lo uni6n glicosfdica in- 
term se produce por  un mecanisno de fl-desalcoxilacibn (Whisfler y Be 
bltller, 1958). La @-desalcoxilaaibn se illicia (Figma 13) por remo- 
ci6n del H aot lva&o del C-5, y se produce la r ~ p t u r a  d a l  enlace 41- 
a%mt Jlaw -erat;rw.25ams de5 M g o  f m a a a o  sa Jls, 3% 4, se caamm*@&- 
pan 3a f a g i l i 8 a d  oon la qua 
*) Ruptura ae ,_.s -ones qdmicas (formales) entre l a s  hemicelulosas 
y 10s o t r o s  oomponentes de l a  pared oelular. La uni6n a r i l  glioosfdica 
postulada entre l a s  hemicelulosas y l a  lignina, es  por  l o  general hi -  
drolizada por e l  glcali (BaUou, 1954). El glcal i  tambikn pusde afeo- 
t a r  l a  solubilizaci6n de 10s p o l i s a c ~ ~ d o s  hemicelul6sicos unidos I I -  no 
jovalentemente con l a  oelulosa (Blake g Richards, 1971 a) .  - -:k! 
g )  Ruptura no especffica de l a s  uniones peptfdioas (Monro y col.,l9?-0 
,on degradaci6n de l a  oadena proteica. 
- onclusi6n 
La ruptura paroial y no espeoffica de l a s  lulionea qdmicas por 
e l  6lcal.t acuoso usado para obtener l a s  hemicelulosas, hace d i f f c i l  e l  
conocimiento de 10s pol i sac~r idos  coanponentes de l a s  paredes celulares 
como polfmeros d i ~ c r e t o s ,  pero intercornectados, y de sus funciones eg- 
tructurales dentro de l a  pared celular. 
E S T U D I O  D E  L A S  S E X I L L A S  
+ 
1 1   :- .pi- '
La ruptur~.  ae l a s  semillas permiti.6 l a  observacibn de l a s  tres 
~ a r b e s  conponentes de 1as aismas: t e s t a  o cubierta seminal, enaoepex a. 
o albumen, y emb~ibn, l a s  cuales fueron aeparadas manualmente para s u  
estudio. 50s porcentajes aproxixnadoa de estas p a d e s  - y su codenido e 
nitrdgeno es tsn  indioados en l a -  Tabla 19.  
W b  13. Paw&& y om$nf& sn nMgmo y pfdalm de las &dints9 pwk dc~ la d l l a  de Gledibla b l a d ~ ~ .  
h l a s w ~ i w s a s l t - s c a b o ~ r a d n a ~ ~ s ~ s l p w j l o ~ ~ ~ ~ E i m s y s l ~ a l r m t e  
Rido en pnsas (1 ,Y/ $ scbs d l l a  en2ad) m caIwl6 $1 $ Mbbno. I I - - 
I .  I I 
LiuFilitado de las agras utflfmbLs paa producfr la Nptum. 
- - 
M O R F O L O G I A  I N T E H N A  
Se realizb l a  observaci6n mfcroscbpica de u n  coxrte transversal, 
hecho a mano alzada, de l a  semi3J-a completa, y tefiido con safranina a3 
50 $. Los resultados observados fueron 10s siguientes: 
Testa o cubierta seminal (mgura 14 A ) :  I 
La capa m6s externa o epidemis, tambidn llamada capa en empa- 
lizada, caracterfst ica ae l a s  semillas de legminosas, est6 fomada por  
10s macroesclerei dos, cdlulas columnares muertas de pare des celulares 
gruesas e irregulares (Figura 14 A, a) .  Las cdlulas de l a  capa subepi- 
dbmica eon osteoesclereidoa (l?igura 14 A,  b)  y presentan entre e l l a s  
grandes espacios intercelulares.  Ambos t ipos de cklulas (sapas epiddr- 
nica y subepid6mnioa) se caractex5zan por poseer g m s a s  paredes s e c G  
dadas ,  fuertemente lignificadas. La naturaleza secundaria de es tas  pg 
redes se corrobor6 con e l  microscopio con luz polarizada, dado que se 
observd una fuerte refringencia en estas dos capas. E l  t e  j i d o  subyacep 
t e  es m pa$dnquima lacuzloso (Egura  14 A ,  c )  de d l u l a s  alargadas tan  -
gencialmelite en l a  parte m6s externa y muy ramifioadas y pequeiks en 
- 
rte in te rm.  3 - I- I I  - - -  a A -  I  - 
5 - - 
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F r  
ltncloamxma o albumen (Figura 14 A, d, C y D): - 
&aenta una estrwtura poco oomb. Bs un tejido paren&dki- 
uo de odlulaa muy remifioadas, con citoplasma densamente coloreado (K 
gura 14 C y D, r) y pamdea m a a s  y claras (no se tilIBn oon l a  safrg 
nina, Pigura 14 C y D, a ) .  Eato dltimo indioa que no e a t h  l ignif ioa-  
baa. hdemss, ouaabo as, obaenaron 10s oortea al mborosoogio oon luz pg 
larirada, la8 paredeta del endoapema nm moatraron l a  t fpioa refringen 
o i a  de l a s  parabe seoundarias, ooniimat%ndoae aaf que e m  pared48 pris 
maaaa. Estaer a6lulaa l l d t a n  m l i o a  espaoloa izberoelularea ctomo 80 
obsellra en lae Mguraa 14 0 y D, ti. 
El ondo~pmha. ea un tej ido de aspeaor oomiderable y en l a  parte m8s 
inbmra (oeroe d e l  embrlbn) hay verrlae oapae apla8Qndaa de oBlulas en 
- .  
* I .  'i. =. .I C deridegraaibd - ,. 1 -f.fi i va-I W r n  3, , 
EmbYi bn: 
Se estud;i6 un aorte transversal a d v e l  de 10s ootiledonea (G 
gura 14 B),  observ6ndose un t e  j i a o  parenqu;im&tico recubierto pox ma 
epidermis simple. Las paredes de l a s  celulas que l o  constituyen son 
delgadas y no se tiZen oon l a  safranina. E l  oontenido es  amorfo y pre- 
senta oolor rosado con dicho colorante. 
C O ~ P O S I C I O N  E N  A M I N O A C I D O S  
3;a Tabla 20 muestra l a  composici6n en mino~cidos  de l a s  semi- 
l l a s  de Gleditsia triacanthos. Ija detexminaci6n cuantitativa se l lev6 &- ,
a cab0 con e l  analizador autom6tico sobre semLlla entera desgrasada.' 




E l  aislandento de 10s galactomananos se l levb a cabo por preci  
. I -  
pitacibn con etanol (hasta una ooncentraoidn del 31,8 $) de 10s extras  
I 
I - 
t o s  acuosos obtenidos s p a r t i r  de l a s  sem%llas molidas, mediante una 
- - 
secuencia de extracciones sucesivas a temperat- ambient8 ( fraocibn 
- ( "1  
5 
- 1  I 
' Gm )y a 50 C (fracci6n G*)) . En ambos casos l a s  extracciones se 
I - .  T
I efectuaron en f oma errhaustLva. Las propiedades generales de 10s g d a g  
- - -  
tommanos obtenidos figuran en l a  Tabla 21. 
Tabla 21. ~~ gmwalea de 1m gal- aisladoe cle las tmillas & §ldl$ta b b d k  


gaseoss (Flguras 15, 16 y 17 A) y por este m6todo se detect6 Pa preseg 
cia de un aminoaz&car, que fue t;entat;fvaz;lente identificado oomo la ' 
I '  - 
- ~ u r o - 2 - d e a o l d - ~ ~ u o o s a  en base al Hpattermn de resola 
con uaa muestm su%bntioa ddt ~ o ~ u e s t o .  , I - :? .   , 
- ,  
. E3. material, zxi f  rogemdo asooisdo a 10s  ga3.acr-t omamnos so a t d -  
uy6 primfpdmen-be d O O D . ~ ; % ~ & O  en proteinas de 10s misrnos, deb%dz> a 
la aeteooibn de aninoQcidos por cromatograffa en papel (reaasvo g) , 
las  prof ef bas es%& f ndicada en la Tabla 22. 
El galacComanano obteaido oon magor rendimLento (ern) ae p-f& 
@b por d5sollrcibn en agua y mpmcripttac%6n con can%idades cmccientes 




0 5 0 15 20 25 30 60 
CONCENTRACKIN DE ET ANOL ( % , Yv 1 
u n  56,5 $ d e l  peso i n i c r f s l  al produoto pmoipitado a uner concerrtrad6n 
& ~ t a n o l  del  25 &I. 30 5. A mayor concentracibn (J.fhite supefior 60 $6) 
sdlo se obLuvo un 4,2 $ &el galaotomanaao. Sob= la8  criwo frsctoioma 
ob.t;saidas se efectuaron l a s  de-tarm;inacjloms generdes ( IPabla 2 3 ) .  
Cuarndo se ~nt;sntb redisolvor en agm la fraoci6n de mayor con-beaido en 
tax (2,4 $1 del  orbu araon%sado para l a s  rest aJlCe8 fmmionea. 
CONCENTRACKIN DE ETANOL ('/r , v/v ) 
C 
d 
- 8  'i 
. I  3 
I .  total. y. en anrinoasfiesrea snccsnlsada para h a  subfracoioms d.e %. - -  m 
z~wc~omaxlanos obf am a1 
58 
ramente a s t i n t a s  a l a  del estudiado por Lesohziner y Cerezo (1970)(Tg 
bla 2 l ) ,  se Uev6 a oabo en nuestro caso l a  extraccidn del galactomana_ 
no en l a s  oondiciones util izadas por dichos autores (extraccibn direc- 
t a  a 50 C). 50s resultados esjiQn indicados en l a  Tabla 21 bajo l a  den2 
minaci bn de fraoci6n hte 
Por  otra parte, como se detect6 l a  presencia de mananos y/o g s  
lactomananos de mnor contenido en galactosa en l a s  fraociones obteai- 
das luego de agotar e l  material pox extraccibn acuosa a tenperatura q 
biente y a 50 C, se proceiti.6 a l a  extracci6n directa del endospema s g  
parado de l a s  semillas y previamente molido. Se efeotub prinermente 
l a  extraccidn acuosa exhaustiva de 10s galaotomanano~ solubles a tempg 
ratura ambiente y a 50 C (Tabla 24) ,  y e l  residuo remanente se $r&b 
Tebla 24. Aisldknh, de 10s (B- del endospgaa de d l l a s  de Gleditsla Macarthos. 






3x3 1,3 ! ~Wlsshml10$ I ID 
, 1 Total I 18,8 
3 2 4  
Sol&le etano1 75 % 
Total 
y . %  =,-- (-->I 
I- -.;I*-- 
-+; ; -:: 
C 
4 
de ELtdrb- por separado con agua a ebu icidn (Tabla 24) y co 
xido de potasio 10 $ a 
casos no se  efectuaron 
de l a s  mismas qnedb un 
temperatura ambiente (Tabla 24). En estoe dos 
l a s  extracciones en forma exh~111~‘fjiva. Al cabo . 
res i  duo insoluble apreciable . 
Se llevaron a cab0 varias cromatograffas a m ,  --oas sobre Sep& 
dex modificado para intercambio i6nico ( DEAE-Sephadex A-50 y SP-Sepha- 
dex C-50) con l a s  fracciones C, (protefnas 4,O $) y h p o ,  es ta  mtima 
de mayor contenido en protefnas (22,O $). Se util izaron cantidades de 
1 2  a 25 mg diaueltos en volhenes de soluci 6n bufYer de 6 a 20 m l ,  con 
e l  ob jeto de minimizar 10s efectos producidos por l a  viscosidad de l a s  
soluciones de 10s galactomananos. La eluci6n se realiz6 bajo dis t in tas  
condiciones partiendo de soluciones buffer de baja fuerza idnica (0,02) 
, o en presencia de cloruro de s o d i o  (/1( = 0 , l  M) , e incrementando gra- 
- duahente l a  fuerza idnica hasta 0,5 (e  incluso hasta valores exbrema- 
I 
damente a l t o s  como 1,5).  En todas l a s  cromatograffas realizadas se ob- 
t w i e r o n  diagramas de eluoibn que muestran un h i c o  pico, formado por 
I - - 10s m6ximos coincidentes en l a s  determinaciones de Mdratos de carbono 
- = y proteinas (mactivo de fenol-dcido sulfkrico y de fen01 s e g b  Folin- 
: ' ;: Ciocalteu, xespectivamente) , que corresponde e 10s valores de elucidn 
-- 
I de productos .mutros .(no retenidos por e l  gel  intemambiador de iones). 
" 
l:erwla v2 If-Y- = . -  I 
- 
- r- Aislamiento y fraccionamiento en hemicelulosas A, B y (3.- - ' c I 
I -FA - - E l  residuo de l a s  semillas proveniente de l a  ext'raccibn exhaus 
I - -  I 
t i v a  de 10s galactomananos con agua a temperatura ambiente y con agua 
'I 
- 4 
1 :.a l a  50 C, se extrajo con solucidn de bidr6xido de p d a s i o  10 $, bajo co- , 
. l  
- r r jente  de nitrdgeno y a temperatura ambiente; e l  procedimiento se re- 
. - - - 
F 
- -- 1' p i t i 6  dos veces. Cada uno de 10s extractos a l cd inos  se dializ6 hasta 
- .  
h, ,, neutralidad, precipitando asf l a  hemicelulosa A. La hemicelulosa B se 
= obtuvo concentrando l a s  aguas madres y volc&ndolas sobre etanol, y p o r  
concentracibn y l i o f i l j z a c i  bn de l a  soluci6n remanente se aisl.6 l a  he- 
micelUosa C. Durante l a  neutralizacidn se detect6 l a  presencia de hi-  -1 ! 
dratos de carbono en l a s  aguas de di&Lisis. 
Los porcentajes de hemicelulosa t o t a l  extmida v a ~ a r o n  entre ' 
e l  6 y 14 % (Pabla 25).  La hemicelulosa A se a i s l6  con un rendimiento 1 
del 0,8 a1 2,2 $, y ouando l a  pzc ip i tac ibn  de l a  hemicelulosa A se 
l lev6 a cab0 p o r  e l  mdtodo de Blake y cola (1971), que concentra l a  ( I
suspensibn de l a s  hemicelulosas a una qr;cinta parte de su volumen, ca- 
- l i en ta  a bafio marfa durante 10 lldnutos y deja a 30 C durante 5 horas, 
e l  porcentaje aumentd hasta un 6, $ (Tabla 25, Procedimientos 1 y 2, 
-.I- 
** 'l d l '  - ,  
-L l l a  
respectivamente) . I I.- 
I 
1.. -i - -. 
' I  1- _ - 
- . - I 1 -  p r. 
- 
T&, 5. wbn de 10s @@ obtenids para 1 s  Mcelulosas A, B y c m oeho d e s  de exbacciones didf*  
tasa 
EXTRACClONES 
H E M I C E W I ) S A 1 2 ! 3  4 / 5 1  6 1 7 I 8 4 
RacediarferrtO 1 h. 2 1 Procedimiento oif xto 
1A 0.4 1,l 1.4 4.7 0,9 0,3 2,5 1 401 49 / 42 2,3 ' ' 
2A 408 -d 0,6 1,4 0,6 42 2 1  O,L3 48 O,@ 0,5 
3A 0,CQ 0,3 O,& 0,3 
Total A O,@ 5 0  0,3 3,1 
18 1.7 5,1 
28 2,o 1 ¶5 
3 4 4  4 9  
Total B 4 ~ 1  7 9 5  
X: 1,O 59 2,8 4 7  2 ~ 1  
$2 4 2  -d 1,o 096 ,d 
32 4 3  
T U t d  c 1,) 3 , TaOil 8Jf 9,94 R,3P 13,7 ll,2g[ 7,7 / 13,9f 
t 
y aislw HB y HC. J 
- -b.pT.-'  
a J. - C ~ d e l a s p c r c e n t a j e s o b ~ i d o s w l c s ~ r o c e d i m i e r r t ~ 1 y 2 ~  \ .  I I  I 
d m  
Pedida total de la fneddn dush alglta etqa  del p a d d e n t o .  - . 
, .' --. - 
. " 
. .---pi 1 
- 
e .. - .I P&i& pmial da lafieoddn d m d e  alpplaetapadel prccediddo. ' i4 ' - ' 
. A: ! 
Tabla 26. Msiribucf6n del coltenid, en nitn5geno de l a  hemicelul%as A, B y C en ocho Jafse de exhcicms di~&rrbs.~ :. - 
. - 
! MlRllCClDNS I 4. :' lw l~uw I 1  2 1  3 4 5  6 7 ;  8 I d.. ma . . '  
i ProcsdfmientO 1 I M. 2 1 Procedimiento mixto I - 9 - rn 
i - I ' I  1 2 1  1 2 1 2 1 - .  :. 
9,2 6,O 11,4 7,O 11,s 1 fl*. 
. . . a -  7 3  10,2 . d 2A - 
3 I 5,s 10.7 
I 
18 783 lZ,6 14.8 8 8  
28 3,3 I l0,O 4,z I 4 4  
3 283 6,1 5.5 8.4 
C 11,l 7,7 9,3 9.9 lo,? 
2~ 3,4 1 7L 9J 
I 
3c 5 1 , 
, 
1,9 1 5 3  , 4,7 4 5,) 
El iota1 de las Mcelulosas A de las e x h d o n e s  1, 2 y 3 m-das  p s g n t d  m contenldo an nibt lgm del 5,O $. 
La hemicelulosa B se obtuvo con un rendimiento del 3 , 3  a1 4,3% 
y l a  hemicelulosa C con un rendimiento del 1 , 3  a 1  4 ,4  %. 
El residuo remanente a1 oabo de t r e s  extracciones sucesivas 
(fracci6n Sh), se extrajo una vez m A s  en l a s  condiciones indicadas y 
se obtuvieron l a s  hemicelulosas A ,  B y C con un rendimiento del 0,04, 
1,3 g 0,08 $, respectivamente. E s t o s  resultados fueron considerados c wv 
- - -..em -.4-W. -. , + m - 
- I1  - I 
no prueba de l a  e m r a c c ~ o n  sxllaustiva de Las hemicelulosas en l a s  cen- 
r - .  d ic i  ones experimentales usadas. 
La Tabla 25 muestra 10s porcentajes c,-enidos en bvao ser ie :  
de extracciones d i s t i n t a s  jr l a  Tabla 26,  e l  contenido en nitr6geno ( 
- - 
l a s  respectivas fracciones.  
- r  CT. - - A  
La composici6n c u a l i t a t i v a  y cuan t i t a t iva  en monosac6ridos de 
l a s  hemicelulosas A ,  B y C e s t 6  indicada en la Tabla 27, junto con a l -  
gunns deteminaciones generales. La composici6n en mino8cidas de& ma-  
t e r i a l  proteico asociado a 10s m i s m o s ,  f igura  en la Tabla 28. 
- 
-% 
T&la 27. &q&ci6n en d d o s  de las f,xccfones alslab de 1% d l l a s  de ~ledibia ~ ~ r n b * ~  
I  
~onponente I U I  P I M !  H B ~  I eC / q, %cad I 
, I 
I 
Arablncsa , 31,6 / 42,s 1 34,2 / %,I 33,l / 7,4 
2a0 1 3,O 2,9 1 1,5 If 1 a i Fucm 
X i  losa 7,9 15,4 f 15,3 I 3,) 1 148 
Manosa 10,s 16,3 19,O 1 62 i 6,7 
Galactm I 'Ia4 5,2 / l0,O I 4,O 15,9 
I 
i 
Glucospt 3,O I,( 1,3 1 R,6 8,l , I 
k i d 0  galahrhico I 4,s 1 26,4 1 11,9 1 
1 1 3  , 16,8 1 20,5 1 
I 1 59,5g I IJ I 0 : 53,1 ! *J 
oh oh ' o h  I , . IL' ' 1  : 
- O 4  I - 4  1 I- . I L Z  I 
- I 
- 
a Los msulbdas sa f~r~resarcn de la siyiente mm: rmosx%dos, moles :6; pmtelnas $la g; mobxilo g/1@ g do h i M c s  & car- d 
bono 
Caopcsicl6n &io calelada a &ir de '1as fracclom c e  ( v s  Tabla 42 ). ' 7.- - - ' 7  ~ q - :  .I 
-' 
- 
C k dstwrnird la p m l a  ?e Lido glleinbnico: HC, 2,7 % y Sb, 10,7 $, atngie en las d i c i m  utlliolas no pusdo rmcluirse la 2 f 
msencia dc kido 4 - 4 4 1  gluclsbnico. . . .  1 
. I 
- 
11 d o  de las eta de bidr~57isfs y mhndlisis ss dserv6 m miduo imltble @die de papibls rshra1& cslul&ica. 
e El Mdo k d c o  se d M n 6  par descahoxilaci6n (Barker y col., 1%) y p a r  el me'tcdo del carbazol (Galahos, 1967). 
- 1 .  $ Nltrdpno pvteico x 6 3  (14 potoim - II fob1 - N mimaabres). 
. 
' G/l1XI g de muastra, dstwminado por el dtdo de imy y col. ('1!451) y oxptesado cam albbirra. ! ' I  - .  - .J *< I 
. .-I 
do los llaiba ciel&od~ lsab (1 P G/ICO~,W M ~xpar lmer r~ ;~ )  no se detect6 netoxilo. -h- I1 
- I 
- 
.%la 28. Composldbn en dmBeidos de las ~~ dsladas d~ las soillas de GMWa Hzcdh (dl% N). I 
a CDlpoefddn p r a d i o  calculeda a partfr de las fracciones coqxnenies (wr Tabla 43). 
S U S T A N C I A S  P E C T I C A S  
Aislmiento y fraccionamiento - 
. .  - I 
E l  residuo de l a s  semill-as proveniente de l a  extracci6n exhaus_ 
t i v a  de 10s galactomananos con agua a temperatura ambiente y oon agua a 
50 C, se extrajo con solucidn de oxalato de amonio 1 $ a reflujo, EEL 
proce dtmiento se repi t i6  hasta extraccibn exhaustiva. Las sustancias 
p6cticas (fmocibn P) se aislaron del extract0 acuoso acidificado a 
pH 4 (no se obsem6 precipitacibn) y volcando sobre acetona. La purriq 
cacibn se llevd a cabo suspendiendo e l  product0 en agua y dializando. 
Se detectaron"hidratos de oarbono en l a s  aguas de di&isis. 
Por analogfa con e l  fraccionamiento efectuado sobre l a s  hemicg 
lulosas, l a s  sustaslcias p6cticas se fraccionaron de l a  siguiente mane- 
ra :  se suspendieron en agua y se separd e l  material insoluble (frac- 
nidn PA); e l  sobrenadante se concentrb, se l levb a pH 4 s i n  que se ob- 
servara precipitacibn, y se volc6 sobre acetona para precipitar  l a  
fraccidn PB; p o r  ooncentracidn y IiofiLizaci6n de l a  solucidn remanen- 
* s  se obtuvo l a  fraccibn PC. 
Los datos obtenidos e s t  An indicados en l a  Tabla 29. 
La oomposici6n c u a l i  y c w t i t a t i v a  en monosacQ~dos de la 
~ r a c o i b n  P figura en la Tabla 27, y l o  de 10s aaino6qidoa en l a  Tabla 
E x T R A C C I O N E S  C R U Z A D A S  
E l  residuo pmveniente de l a  extracci6n exhaussva de 10s ga- 
lactoman&os y l a s  hemicelulosas, se ext;rajo de l a  manera descripta p s  
r a  e l  aislamiento de l a s  sustanoias pdcticas (Secuencia No 1, 'Pabla 
3 0 ) ,  y del residuo remanante de l a  extracci6n exhaustiva de 10s galac- 
tomananos y l a s  sustancias pdctioas , se extra jeron l a s  hemioelulosas 
1 por e l  Procedimiento 2 (Secuencia No 2, Tabla 30). LOS residues de W- 
- 
. - A  
. 1. 
bas seouenaias ( fracoioms Shp y Sph, respectivamate ) se recuperaron 
. 1 por d iUs i s  y l iofi l izaci6n.  La composici6n cuali  y ouantitativa en 
' monosac~ridos de l a  fraccidn Shp figura en l a  Tabla 27. La Tabla 28 
- muestra, a efectos oomparativos, l a  oomposioidn en amino6cidos de l a  
m '  . I . , - 
_ - - fracoi6n Sh. .*4*m7v - .  = L 
- .  . 1 - - I  
- . . J1;d-  - - - .  I - 
.. ' Tabla 3l. Extracdones aeradas. I - - - - - 
- ' . r y  - - - l1 - I ' ' I - 
a Valor &.twrido cco una him exkmf6n alcalim; a Wr de la Tabla 25 puede dedoctrse pa esia dmclbn mpmeda el 63 % de la H 
total. 
vda amqmdimta a~ total L H. 
0 blw W&le (ver TPla 75). 
P O L I S A C A R I D O S  S O L U B L E S  E N  
S O L U C J O N  D E  U R E A  7 M 
Se extrajeron del residuo proveniente de l a  extraccidn exbeus- 
- -- 
%iva de 10s galactomananos oon agua a temperatura aslbiente y a 50 C, - 
-. 
n o r  tratamiento con aoluci6n de urea 7 M. El procedimiento se r e p i t i 6  
luego de diaUsar y concaatrar, pox precipltaci6n con etas03 (fmooi6n 
I * Y w s ~  
a d l d  3 ax. -1 torem 
La h i d . r b U a i ~  4cf &a t o t a l  de la Z'raccirjn FLA se 1 2 e ~ b  a cabo 
pox el mdtodo 1. Por crolastogrefia sobre papel y placa delgada en va- 
r i o s  solven%es de baarraL3.0, se obsem6 arabinosa como princApal corn- 
ponente, xilosa,  una meecla de hexosas y dcidos urdnicoa. No se dstec- 
t6 la presencia de ramllDsa. La mazcln de hexoaas fue tentativamente 
t d e n ~ ~ f i a a d a  como Eanosa ( R G ~ S ,  69, electrciforesis sob= papel en b~ 
w.&,-,. 1 - 
I-- il . - 
. I -  . I m '  I L 
- ; A:-
-':W-AI - - d; - ;. - -  65 
I veatie 3; -1 0,86, solvente 4) y gda~torjs  (-1 0,71, soLvente ' 
I 
-1 0,81, solvente 41, El dcido wdnico  fue tente6ivamente i&entLflc 
- 1 do eono &cl&o galactw6mi.eo pop csoma-bograffa en papel ( R z l  0,09, soh vsnte 3) y FOX el m~todo  de %ache y Bothschlld (1961)- estos maulta- doe no excluyen la preaencia de =pqueflas cantidades de licido gLuourba 
cares (solvente 3 ,  m a ~ t i v o  2) nj. c e t o s a ~  (aolvea-te8 3 y 5, reactivo 
a3 
La M&ubUsis ficida t o t ax  de la fracci6n ILa por el metodo 2 
d i o  reeuX%ados adlolpos. Se cm~arsron asfmismo Xos productos de Wdr& 
Ziaie Qcida total (m4todo 1) de las  fmcciones HA obterxidas en distia- 
I - 
se Ilev6 a cabo por cromatogmfla gaseoaa (lama 27). Por e s t e  adtodo 
- 
- 
. J lalo ae detect6 la presencia de Bcida R - a c e t i l n e u d l d . ~ ~ ,  g cunndo se 
- &termin6 por el m6todo de Warren (1959), dio aentro de1 error exged -  
- m 
m&al (< 1 , O  $3. La Tabla 27 muestra fambien algunas proplebdes m x  
- a 
hralas. La oomposicidn en amino4cidos eat6 indicada en la Tabla 28, 
Por ultracenkrifugaoidn se o b t w o  un d ~ o c l  pioo ( E g w a  22). 
Su coeficiente de sediroentsciQ (S20,Lu) fue de 1,03 x 10~'~~ Sin am- 
baxgo, e l  bajo tiempo de an&l&sis empleado ( m k i m o  de 31 mLnutoa) deb& 
do a l a  f rxerbe alcal.&nidad del  medio u t i l f  zado para solubiU%ar la HA, 
determind un mayor porcentaje de emor en el c & c u ~ o  de S p o , ~ ,  y la ao 
obsenraoih de la defonaacidn del pioo en fuackdn deX tiempo atfibui-  
ble  zt 10s posibles ps"oduclrtcs de menox peso molecular. 
50s estu&ios de homogeneidad se conpletaron con Lo8 mt$tot?o~ de 
fracciozwrcient o que se detaZlan a continuacl. bn. 
PfZACCIONAMIENrPO JB HA. PBOPIEDADXS DTt: U S  PRACCIOIJES, 
Cuando se intent6 re&aoXver l a  hemiceluloea A en Ndr6xido de 
potasio 10 $ oon e l  objeto de pmceder a su purificacidn por prec ip i tg  
cih, una parta no ae d f s o l ~ 6  (fraccibn HAL). Los porcentajes de hem&- 
celulosa imo2uble resultaron dependientee del  procedimiento de solub& 
U z a d b n  u-bilizsdo, ya qae en e l  oaso de l o s  s u b f r a c c i o ~ i e n t o s  1 y 2 
(Itabla 31) en 10s qtle se efeotu6 la aetaci6n rnanuaben'ke, ae obsema- 
ron 10s nenorets pomentajes de solubil izacidn (fracci6n U1g) 8 en cam- 
bio, sf, se u t i l i s a  l a  agitacidn mecbica  constant^ d u r d e  un lapso iie 
tiempo menor, e l  pomenta je de inso l a l e  remaslente (subf raoci omaxLen- 
t o s  3 g 4, Tabla 32) result6 co~sidemtblamen~t;e d i a x i ~ w f d o .  
La Pxacoi&n IUlo se didLiz6 hasta neutr&dad y en el oaso ds 
10s ~ubfracc icmn~entos  I g 2 no se obsem& pmcipitactbxr, mcuper6nr~.~ A m  
67 
ae por l i o ~ l i a a a i  bn. En 10s subfraocionamientos 3 y 4 se obturttjleron 
l a s  hemjlcelulosas A, B y C por e l  prooedimiento general (Prooertimriento 
2) ,  luego de l a  pmoipitaci6n durante l a  di&isis .  
Los porcentajes ae reouperacidn y l a s  propiedades generales es (I
tBn indioados en l a s  Tablas 31 y 32. Las electroforesis sobre papel de 
f'ibra de vldrrio de l a s  fracoiones KAj (soluble en KOH 30 5 )  y KAlo mog 
~ ~ i e r r i o  la stbhdaneslerrto 2 
FmdL Niw ' fbmpmcfdn MMqm &)D 
I @I eo , (!-? (8) I 0 
w 5 0  1.0 - 4 6  -c ..t b 
MIO 3,3  3,7 - ~ , o d  w,sf 4.3 2 4 7 9  
To$l 9 7 ~ 3  98.9 
L 
a 
hihi frracciones (Mi ytthO) d m m  pwuwdqaffam papel l o s ~ ~ c ~ g l ~  bMhHA, Seddmdrbel' 
amtenido en htmas y &idos urdaicos par el Pletado del carkol (Galahos, 1967) y se wmsiran (q/lQ) c o m ~  ghrcosa y hido *lac- 
Idnico: HAi, 9.6 $ y 8.9 $, respectimnte, y HA1b 142 % y 3,5 %¶ n w e c t i e  
ksollbla 
C la f k c i b n  fue smtida a m ptlgterlor fracciaramiento (ver. Tabla 33). 
d ~ o , 2 , K l m ~ ~  
8 ~ 0 , 2 . ~ l H ~  
* vw nub h,  la 27. 
Thla 3. Sohrbflidad de la h l 6 n  HA en hthkido de potasio 10$ y fmciaedmto sn HA, B y HC 
t raron una W c a  mancha prdxima a1 origen, neta en e l  primer caso ( l a  
fraccidn no result6 totalmente soluble) y extendida y difusa en e l  se- 
gundo (Figura 23). 
Los resultados anteriores sugirieron e l  procedimiento a seguir 
para e l  fraccionamiento de l a  hemicelulosa A: se extrajo con solucibn 
de hidrbxido de potasio 10 $ para obtener l a  fraccidn HA10 (Tabla 33). 
E l  residuo insoluble se extrajo nuevamente oon soluoidn de hidr6xido 
de potasio 15 $, obtenidndose una nueva fraocidn  HA^^). E l  tratanben- 
t o  se continu6 con soluciones de hidr6xido de potasio de concentraoio- 
nes crecientes (20 $, 25 $ y 30 $), obtenidndose l a s  fracoiones HA20, 
HA25 y HA30, solubles a diohas ooncentraciones de blcali ,  y al cabo 
hl cua.l, afrn se cbtwo una fraccidn insoluble (%I. Los exkrac~cs a- 
@%On ouctli y cuantitativa en monosacdridos f!%gm en is Tabla 34. 
a iat restilbis se mmsam de la siqdarfe smim: ncmmWdPe, mles j; proteimp dm. 
!: Nitnpr 2 drotlec x 6 3  (N potdcc. I total - LI aditmalaw]. . 
I 70 
Liz&& en funcf6n de Xa concentracfbn ds la s o l ~ c ~ b n  ~ o a l i z z a  wada 
' (PLgwa 241, se obttnro una lfnee recta; la. nisma pmpomiom ~d se 
. observd pa= el con%em%do en rdtrbgeno t o t a l  y sn gluco~zmiaa. 
:. Por fiZ;imo, cabe srenciowr ftue la h~mice3Uo~a  A resi;i~.t;6 tm- 
bi6n insoluble (aipmoiacibn v%sua&) en d i m e t ; Z 3 s U f  6* r~do ,  soXvente usa- 
do para la ex%racci6n de l aa  'henkc~sltl%osas ae maderas ( ~ i m e l l ,  1960) y 
en ot ros  solventes patenokaSrea para M&a%as 6e caxboncr c o ~ o  Ts N-ne- 
t i l -2-p i r ro l i  doas. 
gradaci bn (nonssac&rct doa u oligosae6rj dos ) , Cuando la eroncsntraci bn 
I 
; ' Ndrollzado se &a1186 para elininax la arabinoae Libre, y 10s ol igosg 
6' '- m 
. ixidaa. se sonetieroxl a Mdr6 l i s l a  AciEba t o t a l  (m6f;oda 11, corr 3-0 qua 
\ 




. .II) Se r e p i t i d  La krj_&f>Xisi9:  an J a s  con&iclones intkicadas (Qcido autjtfifi -
?.r?-co O,Q5 f - f ,  Ee tomaroxl aXfcuotas deX sob~~na&r; t ;e  a i n t e r r a 2 . c ~  regu- 
. I  
, :Lams de %%expo y se determind la cozeextmci6n dfz Iss ax&g?ares t o t a -  
t 
E 
; j l e s  solubilizados en el mismo (raactivo & fen01 & o l ~ o - s u l f ~ ~ c o ) ~  Se 
. obseprb (Figura 251 que dtxmte Zos 20 priavema mfcutos se obt iaw un 
inu?tas, En este mumen%o el porceataje B s X  yroducto solubilicado (Ira- 
a Qrando se 1 1 4  a o$o la MWHsis prapdiva se mpad el 6,4 $ en el mipitado L las sales de W o .  
b ~ p o r ~ a ~ b 8 ~ ~ y p b d s l ~  ( 8 1 ~ 3 . ~ f l w  a). 
de fuertes oantidades de arabinosa junto con pequefias cantidades de rti, 
losa y hexosas. 1 1  . - I *  - 
1 
E l  insoluble remanente se someti6 a l a s  mismas condiciones 60; 
das y se obtwo en 10s pdmeros 15 minutos un 20 $ de Ixi.dr6li.sis (res- 
pecto de l a  primera h i d r b l i s i s ) ,  que aLcanz6 un 26 6 a 10s 45 minutos, 
.manteni6ndose luego oonstante. De es ta  forma se solubiliz6 un 7 $ de 
- , una mezcla constitufda (Tabla 35) principalmente por arabinosa, Y can- 
tidades menores de xilosa y hexosas. E l  nuevo insoluble obtenido se sg 
meti.6 dos veces consecutivas a1 mismo tratamiento, con l o  que se obtu- 
vleron porcentajes de ~ d r d l i s i s  del 13  $ y 6 $ respectivamente (res- 
pecto de l a  primera hidr6l;isis) y de solubilizaci6n (Tabla 35) del 
13,3 $ y 1,7 $ respectivamente, y liberaoidn de pequefias cantidades de 
. - 
. arabinosa, xtlosa y hexosas. I -  ;. ,I . - - 
La h i d r b l i s i s  Acida t o t a l  (metodo 2 )  del po~sac6z%do degrada- 
do insoluble (Tabla 35) indiod l a  presencia de arabinosa s d l o  en forma 
de trazas. 
Durante l a s  h i d r d l i s i s  Acidas paroiales se observaron tambidn 
productos de mayor peso molecular qw en cromatograffa en placa delga- 
da revelaron desde e l  punto de siembra hasta l a  mancha de l a s  hexosas, - 
Etidr6Usis 4cida parcial (4cido s u l f ~ c o  0,05 N) preparativa. 
En fumi6n de 10s resultados antedores ,  se 11ev6 a cab0 l a  hj, 
dr6l i s i s  Bcida parcial preparativa y se obtuaeron ouatro fracciones, 
El polisacArido degradado insoluble ( fraocibn a: rendirniento 27 $ y 
34 41. (dos hidr6Lisis d is t in tas) ,  nitr6rreno 6,O $, Eicidos urdnioos - 
12,4 $) se separb; l a  aolucidn sobrer Lan-ce se n e u t W z 6  y se Uevd a' 
secto. E l  pmcipitado de l a s  sales de bario se ex-brajo sucesivamente - - 
- 
con solucidn saturada de sulfato de s o d i o  a temperature ambiente y 
- .  1 -I, . 
I 
. 
60 C, obteniendose productos solubles que se reouperaron por di&isis 
y l io f i l i zac ibn  (fraoaibn b: rendim$entos 2,6 $ y 3,8 $, nitrbgeno 
9,2 $ y 8,3 $, mepeotivamente). 
E l  sobrenadante lievado a seoo se t r a t b  oon etanol 33 5 ,  obte- 
nigndose en e s t a  f omna m a  fraccibn soluble en agua e insoluble en ets 
no1 (fraccibn c: rendimiento 30 % y 18 $ (dos  b i d r d l i s i s  d is t in tas) ,  
nitrbgeno 4,4 $, Acidos ur6nioos 8,6 $) y una fraocibn soluble en eta- 
no1 33 $ (fraccibn d: rendimiento 10,4 $ y 35 $ (dos h i d r d l i s i s  d i s t in  -
. 
t a s ) ,  proteinas 6,6 $). 
Las fracoiones a, b y o fueron hidrolizadas y 10s productos rs_ 
E ' s a t a n t e s  analizados por cromatograffa gaseosa (Tabla 36). La fracci6n 
c,  s i n  hidrolizar,  no mostr6 por cromatograffa sobre papel (solventes 
3 y 7 , reactivos b y g) l a  presencia de monosacQridos n i  aninoQcidos, 
u o t r o s  componentes de bajo peso molecular, salvo una mancha continua 
desde e l  oegen  hasta l a  mancha de Qcido galactur6nico (reactivo b) .  
La fraccidn d, disuelta en agua, se cromatografib sobre Sephadex G-25 
(25 x 1 , 2  cm) y e l  a n a i s i s  de cada tub0 (2,7 ml) indi.06 (solvente 3, 
reactivo a)  que no habfa hidratos de carbono de tamail0 mayor a1 del m g  
noaac6ri do y que l a  meacla obtenida estaba constitufda f undamentalmen- 
t e  por  arabinosa, con s61o trazas de xilosa y galactosa. 
Tabla 36. Corrposicidn en d d o s  de las ftacciones obtenidas por MMhIs &ida pmtal (&Ado aulfbSo~ 416 N) 
ds la fracci6n M ((moles 8) .  I 
I 
Detemninacibn del arado de polimerizacidn de l a s  fracciones 
Se procedi6 en l a  forma indicada en l a  tdcnica general y de un 
gr6fico de 10s valores obtenidos en funcibn del tiempo se o b t w o ,  por  
extrapolacibn, e l  valor del f ormaldehido producido. A p a r t i r  de es te  
dato se calcul6 e l  peso molecular para l a  p a d e  de polisacihido de l a  
frdccidn y tomando e l  peso de l a  "unidad anhidro prornedio", obtenido 
(le l a  com,,~ici6n en  n--rosac6ridos del mismo, so determind e l  grado de 
poUmeciead6n oorrespo: ren-ee. Los reault  ado3 flguran en la Tabla 37. 
0Xa:nACIOIP CON PEEIODATO 223 TPA 
La ossi&&h can perir>&to de la fracch5n HA (hgura 26) me-- 
tr6 un consumo Be 1 rnol fie periodato cada 210 g de polisactkLdo (en &, I-! 
f e  y lo8  aiguientes c&culoa se ha descontado el porcentaje de pmtei- 
na). 91 de sclaerdo a la composicidn del ndsmo (Tabla 27) se calcnla 
que el peso de la "midad anlri&m prome&oH ea de 152, a8 obtlene un 
eonsumo ds 1,4 moLes de a d a d  pox roo1 d8 perfoda-bo, EL ~?usUsfs del 
pollalcohol, que se recluperb coa un renttimiento del 87 $ ntspecto del 
prcducto de partida, pmatniente de la reducci6n del oxopolisac6rld0, 
indie6 le desapallci6n de arsbinosa, fuooea, xi looa,  manosa, galactosa 
I I 
y g l u u o s ~ n a ,  y la presencia de glwosa g dcido galacturdnico en p o p  
centajes nolams de 28,6 $ y 62,9 $ respectivamente junto con un bajo 
porcentsje (8,5 96) de arabinosa. Dado que el aosaje absoluto de dcido 
74 
el 50 $ y el 30 $ de proteins respectivamante, frente al 25,5 $ en el 
gmducfo oxlglnal, la o ~ d a c & 6 n  destrugd en%= el 65 $ y 75 $ d e l  Qci- 
do g&acDur6~ioo. Far otma parte, el porcentade de aueosa rsmwaente 
( 3  a 4 $1 omparado aon el Sxxtciaf. (2 a 3 $) i n a o b  qace Zaas &dads8 
de glu~loaa  lo $or], 0ZLdadi38r De esi;oa d a t o ~  ~ ( e  pwde ~&Lefiwr que apm- 
~ m a m n t e  l 30 $ da lcls a%t%careis fuerozl ox%&dcPs. 
Cabe mexmiclaar que t;sn%a el oxogoUsaorEiabda corn eZ polidlao- 
ho2 slebU%2;an%e de au rsdu~aL6n son fmolubZers, d. igual que el produe- 
=to de par'bkh, y en comeou~no&a todas Zas reacrcioms se Umaran a og 
' bo an sistmaa b % f b i o o ~ .  
F El poIiaboho3. 9ue sanetf do a una 6egradadbn por sl mbtodo da 
> 
por cropgtfogmffa gaseasa present6 a610 tmtzazs fie aztboares mtxtros 
GI 
&ar 4:1Q:2=4t2r3). 
OXTUCIQP4 CON PmZQDATO CEE: LA FRACCION a IXE LA HlI&C%ISIS A C I N  PAIR- 
CX& DB LA PRACCICR H.A. 
La oxtdaci6a con p f i o 8 a t o  a@ la frscoidn s (Figuca 27) p v e -  
con mn&tndsn$o dsl. 93 $, 1Levb a o a b ~  par ommatograf+fa ga~rsosa 
1; 
Tabla 38. bapmi~16n an mncwkidas de 10s mmpolisa&das W d a  L &i HA y a ( 01s % ). 
POF d f b i a  m d polisa&ida sin ai& (Tcbla Xi), so cablaon paa esfe ~ l l ~ d o  &ldo las nbdones mlarss 
(h t Galhi 1 S Am) oxidadas y (Eki f TreS/~lf), dm&xJase amxrba;lcia de cMcs (3,40 y 344, laspectiwmte; moss, galacfcsa y 
xflasa pwienen de unim (1-a 4)- y dim de l n i m  (1 -+ 5b) . 
Cuando e l  pokialoohol fue Mdrolizado (m6todo 2 )  y l a  mezcla 
cromatografiada sobre papel (solvente 3 ) ,  s d l o  se observd l a  presencir 
de glucosa junto con productos que c o d a n  m6s lentanerrte. Uno de 
e l los  (Rnl O,61) corrfa como genciobiosa mientras que 10s o t r o s  evi- 
denciaban un grado de polimerizaci 6n mayor de 2. 
Usando e l  solvente 2 como solvente de desarrollo y xilosa como 
referencia, se corrie ron cromatograffas a f i n  de relacionar la m w i l i -  
dad con e l  grado de poIimerjzaoi6n. Los datos obtenidos (Tabla 39) fug 
ron diagramados en l a  F-j_gura 28. 
Tabla 39. blacfbn entre la rwflidad y el g.alD de p o l i ~ l b n  de las rligmiHdm del c#crpoliddo &Ida de 




En ella se, ve qw 20s t m s  produstos de Mdr6Xisis ;eonoan u a a  
a % l l s  de oltgdmeroo que no corresponden s la familia de la genciobioss 
(uniones f i  -(I-+ .6M 41. tampoco a la de la celobiosa ( urd ones 
( I - (1 -+4~  - El disa~tbido cugo tia v a o m s  que pertanecen a l a  reg 
%a eon un gmdo de poUrnarizsci6n de 2, es La, lsrsrtnaribiosa (u#~crms 
fi-(1-=+3)$ y l oa  puntas alinsado. entran en la ecuaak6n datemixinads 
pm~a;oaan%e- para esta familfa (1118azazxi. y (Jereao, 1973). 
El poliaXcobsl fus sometL8o a tnna degmdacibn pox el. m4todo de 
Smith, oonsistetrt;e en rn drbUsis &a& sume (&cfdo a ~ f d r i ~ o  0,1$
3 3  braa a tksmperatura snbiea.te) por la c u d  se hidrolixtan him andonets 
saot&.%aas florma&s por Jos rest08 da 10s aarloams ax%bdos y no l a s  
adsma BCI O ~ % W O  un rermmnte imoluble  deL 10 $. &a cmmatogmiffa 8abm 
pgspal del eabmnamte (soXvonta 3) ind506 nuevamen%e la pmsanczia de 
.ajlXgorsraogir&aoa pwtaecientea a ma nttsma series y crunao 30s -ores 





- ml t@nninaJ. 
%a oxi&acf&n con pexd.o&%a tie s o u o  Ete rspiti.4 thtemckadndose 
en este aase M e&Lo el pex%oblo cons-do sino %&%la e3 h5do  $6 
mS;co prodtwido (ELgara 29). Camo puebe verse la fpectta d@ sobrstaada- 
c&dn comienza, para ambas t%etemdnaclowst a las 4-5 h&5rast m3en~z~aS 
qcle an la oddac%(>n a&erlor ( ~ g u r a  27) .reofen se in3of aha aq?r&nada_ 
mentts a las  20 hoxas, Se obtwo t8flpMdnz un memr comma dat. p e d o b t o  
qae en el easo 8rnrf;exI.o~ (515 g po2Lsac&rida pox rnol -pefaloda%s, 6ss 
deckr I mol & pexLa8ato cads 3,3 W & d e s  &&u p r ~ ~ & i . ~ ) r  %a pro- 
dwcfiqn de &ci&3 fbrrriico fa@ de P ma1 aada 1200 g de po%isacs&d&oS ";kt&@ 
cor~espolade a 1 moz de 40iao fdmfco o a b  7,6 u2.rtda&s axih%dr~ pro=@-- 
&Lo, y la relaczL6n de moles de pefiod8%o a lnoles de QGS&Q fd~lrnrics fue 
2 9 . 3 .  
El ,oxapaXiaac&zido se redajo cop boroPfdmzro A8 a o e o  gr sa sb- 
t u ~ a  ~ltl. mmamnt;e %moLuble &3 50 $ y wm fmatx%Qn soXu"b1~ tarmbiBn 
d@l 50 $. dmbos pro&otos contenfan cars'fci.dades sim,iXar@e dEt pm%einae 
(-34,3 5 y 3 3 t l  $ mspec%ivaslets$;e), La :eamposioi6n en n o n o ~ s c $ ~ ~ a s  da 
3. OG m t s m i ) ~  (Tabla 381, ooaparab  oon la del prai9Eacto 4e La m%ex%or 
o.:cidacibn, mwstra que, de acuerao con l o s  valores analiticos, eo ta  
o.xidacidn ha s i do  inconplata.  Par 3 i & 1 5 Z i s i s  (m6todo 2) y cromntogxs- 










La h - l d ~ 6 3 i s 9 s  &a%& .total (mdtodo 3) de Barkas iraccioges pro- 
veden-kes do &sLi~tas  ex%racotones praduja, en %odes 10s casos, ms%- 
exas dt3 ~ Z ~ G B ~ S  s w % a ~ c i ~ e n % ~  ~imilares  (crolllatograffa sob= papel 
y placa dlslgada, apreciac56n visual), &as fmccioaas aoatmron ambin2 
@a ooma px4ncfpd. oc~xpomwrt;o, x3.16sa, ma, mezcla de haxosrzs y Bcidcrs 
w6aiooa.  En satas condiciones 2x0 se detectaron cet;osas [ s d l v a % e s  3 y 
y P  mact ivo  d) 35, minoazt&c;ams fsolvente 3,  mac%i.tro 9). 
%a fraoeibn HB selecci~nadn para 1- satuciros lpos%efi~ms call- 
% e d a  '78 $ de si-bx6gelzo (pmteims 46,9 $) $ 12,X $ &a &ojdaol d r x l -  
cos (portlentajss aalctxkados e6bx.w la pa'fie i&? U b t a s  de c s a ~ b o ~ o ) ,  g 
unpoder r o f s t o r i o  [@h-32,5 ( c  0,2, NsOH 0 4  H). 
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- &a eslea-bmf oms3.s en .ms&Lo alcdLfrzs (KOH 30 9) aobm papel &e 
fib= de vjldrio ( ~ ~ x a  33.) rncr-stra doe banikt3 anchas, &fes@nois&s, 
una de las  c M e s  pemaxmcfa e n  el arigen* 
80 
= r .  
PRACCI O N M E N T O .  PROPIEDAIES DE LAS PRACCIONES +- - 
A l  in ten tar  purificar l a  fmocidn HB repitiendo e l  prooedimieg 
t o  que condujo a su aislamiento, esto es solubilizaci6n en agua a pH 
-. - 
neutro y repreo?.pitacibn por agrega i o  de etanol, 2 : enoontrd que una 
parte de l a  misma era insoluble (fraccibn HB&, 12 $). Cuando l a  d i ~ o l ~  
ci6n se llev6 a cab0 en agua acidificada con Qcido acetic0 50 9'. a pH 5, 
el porcentaje de insoluble msul t6  menor (fraccibn q, 6 $) 
En v i s t a  de estos ~ s u l - t a d o s  se r e s o l v i 6  continuar e l  fracoio- 
namiento para obtener dates sobre l a  heterogeneidad de HB. Asf en lu-  
! gar de precipitar  l a  solucidn remanente oon etanol, segdn e l  metodo de i- 
- 
aislamiento original, se aaidii"ic6 nuevamente hasta pH 3 y se obtuvo 
un nuevo insoluble (fraoci6n HBz, 22 $) . La soluci6n sobrenadmte se 
precipitd con etanol (fraccibn BB3, 42 $) y l a s  aguas madres se conoen 
t raron y l io f i l i zaron  ( fraccibn HBq, 36,6  5 ) .  Operacionalmente l a s  
fracciones y EBl quedarLan enouadradas dentro de l a  definicidn 0% 
ginal de hemicelulosa A ,  mientras que l a  HBq se podda considerax oomo 
hemioelulosa C, y solamente l a s  fracciones HB2 y HB3 debedan s e r  con- 
si deradas como hernicelulosa B. k: - La hidrbl is is  Acids, t o t a l  (m6todo 1) de l a s  fmcciones obteni- 
das m o s t r 6  resultados anaogos a 10s obterxidos con l a  HB original a6n 
cuando HB3 present6 una mayw propomi6n de hexosas y Qcido ur6nico. 
Este f i t i m o  f ue tentativamente identif icado por cromatograffa sobre  p s  
pel oomo Qcido galacturbnicu. En l a s  cromatograffas no se observaron 
manohas coiiici d.entes con l a  del tes t igo de Bcido ~-O-metilg~ucur6nrico. 
La det-erminacibn ds dcido siBlico pox e l  m6todo de Warren (1959) d i o  
valores dentro del margen do error  experimental. La fraccL6n HB3 resul_ 
t d ,  asimismo, homog4nea p o r  ul-tracentrifugaci6n a varias ooncentracio-- 
nes (0,35 $, G , 5  Z 1  097 $ y 1 $) dando un dnico pico (Ngura 32) gue 
a1 ensancharse se presenta como no sim6trdco; su coeficiente de s e a -  
mentacidn a diluci6n infilxita, calculado pox extrapolaci 6n, f ue de l, 8 
x 1 0 - 1 3 e  Las corridas efectuadas con l a  fraccidn 1034 a1 0,8  $ en cloru_ 
r o  de s o d i o  0 , l  TdI no mostraron l a  f ormaci6n de picos. 
En l a  Tabla 40 se dm 10s rendimien%os y allgunas propiedades 
d.e l a s  Pracciones obtenidas, 
Lz, posibilidad de existenoia de cadenas l ineales en HB (ver 
Oxidaci6n oon periodato de HA, p&g.?.27) eugirid l a  aplicaci6n del n6to -
do de GaiUard (1961) a esta fmccibn, es decir, l a  i)recipitaci6n de 
10s polisacdridos l ineeles s o r  formaci6n de comple jos imolublas con 
iodo en un nedio acuoso oonteniendo cloruro de calcio. 
Tabla 40. Ddmfrraddn de la hmymtdad de la fmdbn B. 
a G/1@ g de hi&nQs de &my d&mim& p el dtalo del &l (Galadmi, 1967) y eqmda cum D-glucasa y hido Dqalachr6ni- 
w m~ecti- 
Se ~ n m  pa -a P prpe1 (sheds 5, &vo b). 
C k c l a  m reweb (mma, galact= y glum) .  
Mdm. Bfscw m mi 0,1 W,c 42. 
0 ktdrttcicnes efectuadas en agua, c 0,2 a 0,4. 
Para el10 HB se d i s o l v i d  en una soluci6n aouosa de cloruro de 
caloio, quedaado un msiduo insoluble (fraccibn w: 18,g $, nitrdgeno 
6,5 $) que fue separado. E l  agregado de i o d o  produjo un precipitado pay 
do gue se separd y se desoompuso con soluci6n de tiosulfato; l a  preoipL 
tacidn con etanol (concentraci6n f i n a l  75 $) de l a  solucidn dializada y 
concentrada permiti6 obtener I q i ,  y por  l io f i l i zac idn  d.el sobrenadante, 
HBla 
De l a s  aguas madres orjgindles, tratadas oon t iosulfa to  y d ia l& 
zadaa, se obtuvo por precipitacidn con etanol (concentraci bn f i n d  75 96) 
l a  fracci6n HBA, y por l io f i l i zac i  6n, HBrs. 
Se recuperb s6l0 e l  52,7 $ del product0 soluble i n i c i a l  y se o b  
sem6 que l a s  aguas de diA1isi.s daban una reaccidn fuertemente positiva 
de h i d m t o a  de carbon0 (reactive de fenol-Acido sulf f r ico) .  La Tabla a1  
muestra l o s  rendimientos de l a s  fraccionss y algunas de sus propiedades. 
Tabla 41. FmAollamfento de tfl pw p r s c f p i k f h  sen lodo en p m c i a  de c l a m  de caldo. 
a Respocto &I p r c h t o  soluble inicial (dcs fbxiarasrfentos distintos). 
Calculada & la partD de hlbb de wrbono. 
- Y r r  nota h, Tabla 27. 
por a t r a c e n t r i f u g ~ c i d a  y 10s coefiaientas de seamntaci6n (520,W If 
rorr de 1,24 x 20 -x3 y 1,39 x ZO-'~, m s ~ ~ c t i v a ~ ~ n % e  ( c  0,8 $6). 
K E M I C E L U L O S A  C 
PROPIEDADES GENEUES 
Los rendimientos de HC en l a s  dLstintas extracciones y en la8  
variaciones de 10s procedi~llsientos de extraccibn, figuran en l a  Tabla 25. 
Los porcentaj es de nitr6geno de l a s  fracciones obtenidas aparecen en l a  
Tabla 26. 
De todas l a s  fracciones HC obtenidas se seleocionapon cinoo a 
f i n  de oompletar s u  a n a i s i s  con l a  deteminacibn de azficares to ta les ,  
cenizas, eta. La selecci6n sa hizo de manera de tener fracciones HC de 
extracciones consecutivas sobre una misma muestra de semillas, pox una 
parte, y de poder comparar, por otra,  10s productos de l a s  prrimeras ex- 
t racci  ones sobre dis t in tas  muestras de semillas. 
Dada l a  compleja composicidn de La fracoibn HC, es eridente que 
e l  resultado de l a  deteminacidn de asticares to ta les  sera, funci6n del 
azboar elegido como test igo,  debido a que l a  reacci6n de cada uno de 
e l los  con e l  reactivo de fen01 Aoido-sulfmco no es id6ntica. Se usa- 
ron tres testigos diferentes, dos monosac&i.dos: arabinosa, componente 
importante del polisacQrido (Tabla 27) y glucosa, presente en muy peque_ 
iia proporci6n (Tabla 27); e l  tercer  tes t igo fue una fracci6n de HB (HB~) 
que contiene una composicidn similar a l a  de HC y un 26,3 $ de proteins. 
Los  resultados mostrados en l a  Tabla 44 indricaron que 10s dos monosac&- 
r i d o s  son test igos equivalentes dentro del e r ror  expex%mental del m6to- 
do y que de HB3 se obtienen valores superiores en todoa 10s oasos en un 
25 %. 
En l a  Tabla 44 se puede apreoiar asimismo l a  heterogeneidad de 
l a s  fracciones HC. Varios da9os llaman l a  atencidn: l a  retenoidn de ma- 
3C (la.) I 4@ / l2.6 1 139 / 17,7 I 
a Lrrs rnhme errb.e p&desfs idican la eJrtracci6n a la que iwb~~~en (vrr Tabla 25). 
~wsto de la stmilla sntoa 
84 
t e r i a l  i n o r g h c o  aumenta en l a s  extracciones sucesivas de una misma 
questra hasta Uegar a1  52,O % en l a  tercera extraccibn y disnuinuye l a  
oantidad de proteins; dentro de l a s  fracciones obtenidas de 1s priliera 
extxaccibn sobre muestras dis t in tas ,  se nota una varriaci6n del oonteni- 
do en hidratos de carbono to ta les  y, aunque algo menor, en protefnas. 
Para e l  trabajo siguiente se eligi.6 l a  fraccibn HC denominada 
1 C  (221. ) (ver Tabla 44) p o r  su a l t o  contenido en hidratos de carbono y 
bajo contenido en cenizas; l a  misma contiene adem& un 2 , 2  5 de mate- 
L' 
r i a l  soluble en clorofomo, metanol 2:1, clasificado aomo lllfpidoslt de 
r ; 
I 
acuerdo al m6todo de dosaje utilizado (ver Parte Experimental, pAg.l96), 
y un contenido en Hligninal' ( denominaci6n tambidn correspondiente a1 mg 
t o d o  empleado a t a l  efecto, ver  Parte Experimental, pBg. 195)  no mayor 
del 3 $. 
La composicidn cuantitativa en monosac&.dos est6 dada en l a  Ta - 
bla 27 y l a  de amino6cidos en l a  Tabla 28, La fraccidn no contiene 6ci- 
do s i a i c o ,  a s i  como tampoco kidroxiprolina o d'-kidroxilisina. 
I; 
HIDROLISIS ACIDA TOTAL 
La mezola obtenida p o r  h i d r b l i s i s  6cida t o t a l  con 6ci do sulflkmi 
co 1 N (m6todo 1) f ue dividida en dos partes: urn de e l l a s  se consem6 
t a l  caal y l a  otra se pas6 a trnv6s de Amberlite IR-120(~+) ,  separando 
de e s t s  nanera 10s azbcares neutros y dcidos (fraccidn A )  de 10s amino2 
zficares y mino6cidos (fracci6n B) . Los resultados del a n a i s i s  de am- 
bas fracciones por  cromatografia en papel y placa delgada, e s t j n  dados 
en l a  Tabla 45. 
Wla 46. H l M i s i s  &ida total de la h x i & l  HC. 
nes p a r i f l o a h  y s i n  pw%ficer. En la fracddn B no ae detsotamn Mdrg 
t o s  de carbon0 y el dosaje deBrosas y pentoaa8 pox el mdtuao .h F e r  
ne l l  y Ring (1953) .&Lo v a l o r e s  que BB ~ m u ~ n t r a n  ilentro del  margen &a-, 
e m s  dsl metado ( 4 1,2 $) . 
I - 
- &a elininact dn de l o o  emino6d d,os y pepti aos pelad ti 6 apreaid 
en l a  f rsoc ih  A la presencia tie pruduotos que reveLaban como azdo.cares 
(reactive o) g tedan menor movilldad que loa monosac&dos. 81 -detsm& 
mismos, se encontrd que podfan dispcmerse sobre una reata ( ~ l g u r a  34" 
Tabla 46). A f i n  de conflrmax este hecho y eliminar la porri ble interfe- 
m'enc3.a de 3.0s monossc&r5dorc, se separd La p a t e  de oligosac(rido8 (fmg 
ci 6n D) por medlo de m a  cxomatografia, praparativa sobre papel g ee vc&, 
vzi6 a a W i z a r  an el. rnismcr s~1vent;e (mactfvo c),  Mwvaraente se. encon- 
tr6 la asma m3aciBn dArec%a entm la, mavilidad y el. grad0 d@ p~Um@rj, - 
z n c i . 6 ~  ( ~ i g u x s  34, Tabla 46) y coinoidea-bemente, la pen&ente de la ma 
f a  en mbos  casos resul t6  igual a la aeteminaib para 10s o ~ g o s a c & r i -  
dcs &el oxopoXisac&riao reducido de l a  fracci6n a (Plgura 28)  , 
1 2 3 4 5 6  
GRAM) DE PULlMERlZAClON 




La h i d r b l i s i s  de HC con t d p s i n a  produjo, con bajo rendimiento 
(19,7 $, respecto de l a  p a d e  de hidratos de carbono), un material  (,frac -
ci6n H C ~ )  gue todavla contenla 13,8 $J de proteina, es  decir  e l  19,9 
del material  nitrogenado oziginal. 
Dado que es te  tratamiento implica una &i&lisis prolongada duraq 
t e  l a  h i d r b l i s i s  ( 5  &as) ,  e l  uso de solucidn de Audo tzi.cloroac6tico 
a1 40 $ para p rec ip i ta r  l a  enzima y otra  di.&ljsis poster ior  para e l i a i -  
nar e l  tricloroacc?tico, se pens6 que es tas  operaciones pohdan producir 
l a  pdrdida de material  no hi.drolizado For l a  emima, disminuyendo en e z  
t a  forma 10s rendimientos. 
Se conoc$a (ver  A-pdndlce, p&g. 212) que HC contiene rnol6culas 
que pasan a t raves de l a  membrana de di&tisis y cuando se U e v b  a cab0 
un experiment0 control, se obsem6 que de una soluci6n de HC t ratada 
- - con Bcido trj,cloroacdtico, en l a s  condiciones de l a  b id r6Usis  enzim6ti -
ca, se recuperaba un 24 $ del  material  or iginal  que contenfa 44,4 $'. de 
proteinas, e s  decir  e l  63,8 $ del material  nitrogenado original.  
11) Pronasa 
Se m a l i z 6  l a  h id r6 l i s i s  durante 24 horas y e l  sobrenadante se 
diaLiz6 (7 horas) y l i o f i l i z 6 .  Se obtuvo un 57,2 $J de material  (frac- 
ci6n H C ~ )  que contenla 56 ,3  $ de proteina, es  decir  e l  81 , l  $ del  conte 
nLdo proteico original.  
La fracci6n HGp se cromatografi.6 sobre Sephakx G-25 usando 
agua como eluyente s i n  que produj era  f raccionarcient o. Una nuef a 6~6matg 





DE!PEBMINACIONES DE HOMOGENEI DAD. 
I)  Oltracentrifwaci6n. 
r = -  Las corridas efectuadas con HC a1 1 $ en cloruro de sodio 0 , l  M fib muBtraron l a  f ormacidp de picos. Las corridas se repi t ie ron con s o l s  
ciones de fuerza idnica 0 , l  a pH 2,5 y 10,5 y con soluciones de dodecil- 
' s u l f a to  de sodio 0,L M y 0,5 M en cloruro de sodio 0 , l  M, a 10s efectos 
de determinar si  t a l  comportmiento poaia s e r  atxibuido a l a  agregaci6n 
molecular durante l a  u l t racent r i f  ugaci bn. Los resultados f ueron i dhti- 
cos y por l o  tanto  se dedujo que 10s productos que componen HC son de 
bajo peso molecular. 
11) Electroforesis sobre ge l  de poliacrilamida 
La electroforesis  sobre g e l  de poliacrilamida a1  7,O 5& en solu- 
cidn buffer pH 8,5 dio una sola banda ancha (Figura .36) que revel6 con 
reactivo para protefnas pero no con e l  de hidratos de carbon0 (reactivo 
para glicoprotefnas de Uriel  g Grabar (1956)) 
P R A C ~ O N W E N T O  HCe PBOPIEDADES DE LAS PRACCIONES 
Em- -. La fraocidn se cromatografib sobre Sephadex 6-200, obtenidndose 
e l  diagrama de eluci6n que mueatra l a  EYgura 37, S i  bien se observ6 un 
o i e r t o  fraocionamiento, ds$e no resul t6  totalmente satisfactorilo por l o  
que l a  cromatografia se r ep i t i 6  sobre Sephadex G-100; en es te  caso se  
obtuvo e l  diagrama de l a  EYgura 38. En e l  xismo puede observarse l a  apg 
r i c idn  de dos pic03 (fraaciones HC1 y H C ~ )  bien definidos y fo- ~mados  
por 10s mkimos coincidentes en l a s  detenainaciones de hidratos de car- 
FI-37. ~ I a a n a H t ~ s o b r a S a p h p d r # ~ d e f a f r a e c l & ~ ~  l a c e l u s l l l ( 5 0 ~ 1 , 9 a ) a e ~ b m l g f a y m P e E a p f e m r ~  
cJarafdr2;trrt; b~~cfbdelasprotdmsodeMnbpa k ~ a a 2 8 0 n f e ) y l a d e k r s M h t o e d e o a r b o l o ~ h ~  
cia a W a fol con el mdiw de faroWiQ arMc0. 
~ i g v s ~ ~  ~ m m t ~ a i w a ~ ~ c a ~ ~ ( i . . 1 ~ ~ ~ a f m c t 6 n ~ ~  ~ o e o ~ ~ ~ x 1 , 8 c l j a o r k ~ g d m l l l ~ p ~ m ~ ~  I 
cirmesde2,7al; bposicfbdel~prOtdnassedrrtreraindparla~kra2itOn,fr)yIrdrkrM~6~gorIr!~ 
cia e 480 m can el d w  6 fanoldcidp sulfMco (01. Va : volm de mkrslcln. 
bono y  rotei in an. Asirismo apareca uns fraccifin intermedia (HC~) spares  
tementa fomeda pox hidratos de carbono. Es internsante &stacar la a* 
l o g i a  existente entre este  diwrarna y el obtenido For fraocionamic~to,  
en i d d n a ~ t 1 6  coad.%ciolzss, de3. prohucto xesu2tante  de la h i d r d l i s i s  can 
prsnasa (Rgura 35). 
p n s ~  en la p o a b l e  heterogemib ' de l a n  mi%aas err base a f. 
* 
I- 
--4emoetrada tendencia a la aaaolaci6z-i qne presentan astoe proituctoa. Pa- 
dO crlorwo de s o a o  Q,85 X y se pars6 pox 1 a a s a a  coluf31rs de Ssphadex 
6~100, eluyendo con acha  solucibn. E3. diagrams de erlucf6n ( a g w a  39) 
93, 
Lj'n base a astos resultados se llevkran a aabo zrsocao&ento~ 
en escala pmparzatlva sobre Serpbdex G-100 y eluyenda con aoluciQn de 
c l a r w  &e sodicz 0,05 188 (Pigum 43.1, En alguwaos caaos se separaxon Zas 
Fa- PI, O a a m @ a ~ & ~ & i O O d ) k M I b &  h c o l m ( % x ~ a ) r a k y 6 c a r ~ ~ a ~ I 6 1 y m n c ; o .  
1~~~1011firZhtwde#al; ?a~f~&laroprptdaasmds8ar+tnbptrh~saZFRlnn~r~y?adp~~Beorrl#JeperL 
f a a W r r r { o ] m * l m W & ~ W d a ~ ~ . I I ~ :  ~ b m d a ~ k r t i c b ,  &gs$~krlgitOIlnSrsdfmde* 
' l o s r p h d e ~ i a m r ~ ~ p o r l k r c f s R ( w P a r t r s ~ ~ 1 , ~ ~ ) .  
t r ee  fracuiones: H C l  (mntU.mterrt;a 8 a 21 g), HG2 (rendimiento 5 a 3.3 $1 
y HC3 (mndimiento 59 a 72 y para los astudios posteriores sa utiU- 
zaron RC1 y HC3 par coxresponder a 10s picos del  diagrams de elucibn. 
Dado que l a a  detarminaciones de homogeneidad de HC3 por electroforesis 
sobre aceta ta  tie oeluliosa y gel de poXiacfil&da (Figura 42) y la asi- 
metda  de l o s  piccrs comespon&entes a 3a detemlnacibn de 'Mdmtos de 
an la uromatograf5a preparativa (Rgurs 41) para obtsmr d&reotamea.t;e 
e s t e  f i t imo oarso 8a efecttzame, la eluciba can agua S% O ~ ~ E U V O  &I. pmdw- 
I 




to iibm de sales .  La fraocibn se obtwo oon gn rendireianto &el 2,s a 
4 $& (1) (nitr6geno 3,3 $; az&cares %otdLes 63,6 $ expreaados oumca axabi 
noasag 70,0 $ eqresadoa como glwoea g 65,6 $ eqmesadoel como fmoc ib~  
fugaaibn a ao~~entmoianeks die1 0,4 $ y 0,8 9; f&gusa 45) y aa. mbos @a- 
sos se obtuvo ua b3.udco pica aim&trico (320,  u de 1,52 x 10- l~  y 1.44 x 
I O - ~ ~ ,  respectivamente . ~s ele  c t rofores is  sobre ace=i'Axto iie ael f iosa  a 
50 a 70 $ clis la oorr ida) ,  La electsoforesks sobre gel de p ~ U a c f i l e & a  
7 $ dio finice b a n k  f in& (E'fglmra 46, c )  . La cormgosiai6n en. aozlosraca 
rides est$ isrdAaada en la !tabla $8, 
&a f rscci6n HC3-~ se rctcromatogrsfl6 aobm Sephabx 0-100, el.&-" 
yendo con c loruro  de sadto 0,05 M, y se obtuvo el diagrams Be s ~ u c i d n  
que muestra la figurn 4.7. Se descartd el pica mds pequeaa (posible  mag 
nente de Hel) y el pica p ~ i n o i p s l  se recromatografi6 dos vecss sobre $2 
F; 
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p2md.r (1-15 (mg- ;B).  $n @1 & ~ ~ P I O  gesaja se a ~ d d  um ntleva Sptpu- 
nsag  y H c ~ - 1  Ubnt  da sales, ya pus se elnyd con ww, as i lo i i%ks6 
(zwrt&Lsx.t\ea%o 10,3 st rrl%rdgeao I,O $; ~bat&ms ~o%aX&rr 37,L $ ezzrersa- 
boa @moo arabinosa, 10#9 $ eqzessdos omo glwoa. y 38.3 $ expresados 
liacrrlhmida 7 $die una sola  bands relativamente grussa ( ~ l g u r s  49,i). 
La acamparriaidn a ~ a ~ " i r t i i v a '  en monoea~& doe eat6 2~3.tXetld.a en La Tabla 

12,$ $ sxpm~adopr aomo axab~mssai, 13,7 erxpmeados ttma ~ ~ ~ r n a ~ ' . a  g 2~ e: 
expm#ados como irsooidn HBjg la electrofomsls sobre gel ;I) ;:.f sc r 4 . f . i ~  "I.
mi& nostr6 6 N ~ a  baada I;ts n&e gzwetartir flP$gpm 43,k) I ' ~ U  r ~wvt: l h  
- 
1.e?&c)-ki.cro b pro*inas ), M fmccib dsfada ad? 
bre Seghadex 0-15 3 elwent30 con Bgua ( P i g m  51) ee obsamaron %re& pQ 
. . 
cos Wen diferenciados y se Beparaxon l a a  fmcciones dsncsainadas HC3-2* 
La fraccidn EC3-2a result 6 pdctiaamente l i b r e  de a a e s  ( rendi- 
miento 32,4 5,  nAtn6geno 6,s 5, pratefnas 38,g 96, cen&zas 5,9 $1, La 
eomy>os$oi6n cuanfitativa en monoeac&idoa est4 indicada en la Tablla 48 
g Zet d@ aminufieidos en la Tabla 129. 
La fraccidn HC3-2, r e t w o  tenszmente el clonrro de au&i.o que no 
pudo ser elimir~ado por dos pasa3ea Sucesivas sobre Seph8&~ 6-15, elf&- 
yarrdo con agua y car? efanol. 10 $ mspectivamente (agar8 52). Pfruilman- 
ts, el proauo%o ae axxrajo con olmerzsstufdxido g l a  soi oaon~~b6rkm- 
daate, prevI.at~en%e ZiofilrLzada, ae extrajo n.at?~js~nent;e can etarrol absolu 
- 
& G ,  Ses abtmo un producto, que t o b v f a  contsda 1,2 $ de cexLeas, 00x1 
un sendLmielzto d e l  5,0  5,  La composiclL6a cuantitativa en m a n o s a c ~ d o s  
dhtl n%8mo figure en la Tabla 48, 
La fracci6n HC3,za result6 l i b r e  ds sales (rendimiento 0,7 $1 8 
El tmtamiento oon QlcaU tas las  glicopmtefms que corrtieaatn 
epl;taoss 0-gUcoafdicas erntre el h id ro ld lo  hemiacat&ica de1 wdcar y el 
gn;tpct dtaahdlico de 1% sex%= o treozrina, o ambas, conduce a I& f orma- 
eibn, a traves de uns ~saccxtdn de fl-aliminacibn (ver lvaturalesa del en 
lace h i d r a t o  carbono-pmtefnra, p&, 27 , mgura 5 ) ,  dk, lars d d a d e ~  
t.ana f oagftud de mda pdki.ma cZe 24.0 ma y el &Ltimo con uma m$a gene-2- 
ew&& absomAb~ (Bgusa 54, a), Coma 18 absctrt.i.csidad gloZear es la nr2saa 
(4.200) pars a b o s  cmyuestos  rice y Ckewlatein, ~ 9 4 8 ) ~  os p ~ s % b l a  F
A g a  d. &ePerminar si dioha &bar poliescdriQo-pmtefw haMa 
existido en el m a t a l l d  Q pa-da (atmilla) y flu destdds drararate la 
ertrrrooidn doallna,  330 prsTiamente tratada en solwi6n aIod3.m d m -  
t e  70 1/2 horas sia qae la absorbaaoia & 240 rm se modlfloars, fa8 rrdg 
oi4s eon borobidkuro da soeo sigrriendo la t$enioa d. 2aaa.k~ y ool. 
(1964). Tanpwzo en este orno sa obsen6 tarlsoidn d. 1a absomibn (mgg 
100 
no y ferrildanina) que absorben en l a  zona de mdici6n, paralelamente 
se efectud e l  control de una rnezcla equimolar de 10s rnismos. Esta mez- 
c la  fue sometida a 10s procedimientos antes descr5ptos sin que se obse; 
varan variaciones en s u  e spectro. 
Pinalmente, como e l  uso del borohidruro de s o d i o  para reducir 
l a s  dobles ligaduras fomadas ea efectivo para converbir e l  2-aminoa- 
c r o i l  en a l an i l  derivado, per0 s610 reduce ~arcialmente e l  2-aminocrotg 
n i l  a aminobutiroil derivado, l a  solucidn alcalina de HC, proveniente 
del tratamiento antes indicado, se redujo con o l o r u r o  de paladio y b o z  
h i d r u r o  de s o d i o  a temperatura ambierrte durante una hora (Tanaka y Fig- 
man, 1965). Las rnediciones no inaoa ron  diferencias en l a  absorbancia 
del produoto sometido a l a  reduccidn y una soLuci6n tes t igo de HC t r a t g  
da en l a s  mismas condiciones pero s i n  e l  agregado de 10s reactivos re- 
ductores (f igura 54, D). 
Los resultados obtenidos indicarfan que durante l a  extraccidn 
de l a  fraoci6n KC y afin en e l  tratamiento alcalino efectuado, no se prg 
duce una reaccidn de ellliminacidn detectable de l a s  posibles -ones gl& 
cosfdioas a serina y/o treonina, l o  que hace poco probable l a  e a s t e n -  
c i a  de t a l  kip0 de uni6n entre l a  proteina y e l  polisachido. 
D I S C U S I O N  
D E  L O S -  
R E S U L T A D O S  O B T E N I D O S  
E l  estudio morfol6gico de l a s  semillas indicd que de l a s  tms  
partes componentes de l a  misma (Tabla 1 9 ) ,  e l  embll6n y e l  endosperma 
presentan celulas con pared primarla hioamente, gruesas en e l  f i t i m o  
caso, y que s6 l0  l a  t e s t a ,  que represents hasta un 27 $ del peso t o t a l  
de l a  seni l la ,  posee celulas con pared secundaria. 
E l  contenido en proteinas de l a  semilla es de l  21  $, y un 7 6  % 
del mismo est6 localizado en e l  embri6n. 
P O L I S A C A R I D O S  S O L U B L E S  E N  A G U A  ( G A -  
L A C T O M A N A N O S ) .  
Fueron obterridos p o r  extracci6n de l a s  semrillas enteras mol i -  
daa, s i n  tratamiento con alcohol o alcohol-benoeno para minimizar 10s 
efectos propios de es ta  etapa (ver Extraccidn de 10s poUsacdrtdos, 
pdg. 43 ). Los estublos' previos efectuados p o r  Leschziner y Cerezo 
(1970) inaicaron que, por extracoidn oon agua a 50 C t  se obterda un ga 
lactomanano homogkneo consistente en una cadena de 6-(1.4)-D-manopi- 
ranosa con ramificaciones (una cada 3,2 a 3,5  Mdades de D-manosa) de 
o( -(l+ 6)  -&galact opiranosa (ver Polisacdridos de semillas de legurnin2 
sas,  p6g. 1 2 ) .  En nuestro caso se l lev6 a cab0 un estudio m Q s  detalla- 
do de I n s  fracciones de galactomananos, como parte de una investiga- 
cidn m6s p r o f  unda de 10s pollsac615 dos de Gleditsia trioaanthos. Para 
e l l o  l a  extraccibn con agua se efectu6 en forma secuencial, extraykndg 
se prLmero a temperatura ambiente (aprox. 20 a 25 C )  en foma exhausti 
va y luego, tambi6n exhaustivamente, a 50 C. En mbos prooedimientos 
se  o b t w i  eron tanbien galactomnanos ( denominados G, y Gm50 respeotiv; 
rnente(O)) con rendimientos to ta les  (22,4 $) sirnilares a 10s obtenidos 
p o r  Leschziner y Cerezo (1970) (15 a 20 9, Tabla 21). 
Excepto en 10s oasos de l a s  aemillas de G~nocladus  dioica 
(Larson y Smith, 1955) en l a s  que e l  galactornanano se extrae de l a  pas_ 
t e  in t e r io r  de l a  cubierta, y de l a s  semillas de Glycine max (Aspinall 
y Whyte, 1964) en l a s  que aparece en l a s  vainas, l a  fuente de estos 
l isacsridos es e l  endosperma. En nuestro czaso, l a  extraccibn acuosa 
del endospema d i o  p o r  adicidn gradual de etanol una ser ie  de fraccio- 
# I  
102  
nes que precipltaron en un amplio rango de concentraciones (Tabla 24). 
E l  an&isis de l a s  fraociones obtenidas p o r  extracciones acuosas a 100 
' C  y por extraccidn alodlina indicaron que e l  galactomanano no se ex- 
<! - 
-brae totalmente a 50 C y oomo era de esperar (ver  m6s adelante) l a  re- 
laoidn Man:Gal result6 considerablemente immmentada (3,9 y 4r 3 res- 
L sectivamente) ; s d l o  en e l  producto elrtrafdo en medio alcaliiio se deteg 
.%aron proteinas (aprox. 5,6  5 ) .  A este respecto oabe mencionar que l a  
- + Bxtracci 6n eihaus t iva  del galactomanano del endospema fue r e d i z  ado 
J zpor  Anderson (1949) (ver p&. 1 2 )  con agua caliente varias veces hasta 
a o  m i s  precipitacidn por adicidn de aloohol, resultando un mucilago so 2;); 
luble que representa e l  77 $ del peso del endospema. Pox otra parte 
Aspinall y Why-te (1964), luego de a i s l a r  l a s  fracciones de galactomaq 
nos solubles a temperatma arnbiente y a 50 C de vainas de Glycine max, 
encontraron p o r  subSiguiente extraccidn con soluciones alcalinas de bg 
y l z a t o  pequezas cantidades de un galactomanano con una proporcidn de ga- 
w - 
lactosa notablemente infer ior .  
E l  a n a i s i s  de 10s resultados obtenidos con l a  semilla entera 
y con e l  endospema aislado, permiti6 obtener l a s  conclusiones que se 
tietallan a continuaoi6n. 
La Tabla 2 1  muestra algmas de l a s  carac leds t icas  de estos 
produotos. Se puede apreciar que l a  relacidn Man;Gal es s610 l i ge rame~  
t e  diferente, l o  que indic6 l a  existencia en l a  semilla de u n  rango eg 
trecho de especies de diferente composic~6n. En este sentido l a s  semi- 
l l a s  de Gleditsia triacanthos son m6s parecidas a l a s  de Gleditsia fe- 
rox y T r d f  o l i u m  mpens estudiadas p o r  Courtois y Le X z e t  (1963), en 
-
l a s  cuales l a s  extracciones oon agua a 20 C y 50 C dieron productos 
r -. con relaciones Man:Gal oasi constantes (3,73 a 3,90 y 1,07 a 1,04, reg pectivamente). En cambio en e l  oaso de l a s  semillas de Ceratonia s i l i -  
qua y de Cyamopsis tetragonoloba ( ~ u i  y Neukom, 1964) y de Glycine max 
( ~ s ~ i n a l l  y Whyte, 1964) 10s galactomananos tota les  pudieron s e r  frac- 
cionados p o r  extraccidn selectiva con agua f d a  y caliente,  obteni6ndo 
se fracciones cuyas relaciones Man:Gal indicaron una aslplia apertura 
de composiciones (Tabla 2) .  
La relacidn Man: Gal es mayor en Gm507 e l  galactomanano insolu- 
ble en agua f d a ;  esto est6 de acuerdo con estudios anteriores (Dea y 
Norxison, 1975) donde se ha demostrado que e l  agua f r f a  remueve ef i -  
cientemente aquellas especies de mayor contenido en galactosa, mien- 
t r a s  que La posterior extraccidn en c d i e n t e  permite extraer e l  p o l i s 2  
carido con menos galactosa. Como e l  menor contenido en galactosa impq  
ca l a  existellcia de menos ramificaciones a l o  largo de l a  cadena de 
103 
unidades de D-manosa, l a  menor solubilidad de estos galacttomananos pug 
de explioarse en base a una mayor fac iudad  de adosamiento de l aa  oa- 
denas entre sf o con o t r o s  componentes. Por otra paxrtes como l a s  rela- 
ciones lan:Gal no son muy a fe ren tes  para Gm y Gm5*, l a  mayor dificul- 
t a d  en l a  extraocibn de este Kltimo de l a s  c Q l d a s ,  podrfa deberse a 
una insercidn i r regular  de l a s  cadenas la te ra les  de D-galactosa, l o  
que de j a d a  zonas de l a  molQcula t i p o  manano y p e m i t i d a  e l  adosamien 
t o .  Fenbuenos de este t i p o  han s i d o  observados a1 estudiar  l ~ ~ e s t r u c t u  - 
ras  te rc ia r ias  ae 10s oomple j os galactomananos-carragenanos ( Dea y No- 
rrison, 1975). 
E l  an&lrisis de l a  Tabla 2 1  revela tambibn que tanto G, como 
h 5 0  contienen aantidades apreoiables de protefnas asooi adas, cuya cog 
posici6n en mino6cidos est6 dada en l a  Tabla 22. Para comparar se ut& 
l izaron l a s  composiciones promedio de l a  v ic i l ina  y l a  legumina, dos 
protefnas puras aisladas de Pisum sativum (Tabla 7 ) .  Los resultados 
mostrwon, a1 igual  que para l a  semilla entera (Tabla 20), una neta 
prepondesancia de 10s amino6cidos dicarboxflricos (gcidos asp6rico y 
g l u t b i c o )  que en e l  oaso ae Gm50 l l ega  al 40,7 96 del t o t a l  de 10s aai- 
noacidos y no baja en 10s o t r o s  del 28 $. E l  porcentaje de amino6cidos 
bAsicos, prrinoipahnehte Lisina y arginim, l lega en l a  proteina asooig 
da a 10s galactomananos a l  1 2 , O  a 13,6 $, siendo menor a1 de la vLcil;i 
na y legumrina (17,3 5 y 18,2 % respectivarraente) y notablemente infe- 
r i o r  a1 de l a  semilla entera (21,4 %). Estas propiedades, junto con un 
porcentaje relativamente a l to  de leucina, son caractem'sticas de l a s  
protefnas de reserva de l a s  legwcinosas. Adem& se observa un bajo COG 
tenido en amino6cidos azufrados, propio de l a s  protefnas vegetales, y 
l a  ausencia de hidroxiprolina, l o  que confimnam'a que se t r a t a  de pro- 
tefnas de xeserva y no es t ructmales  (ver ~ r o t e f n a s  de semillas de l e -  
guminosas, p6g. 15) .  b 
Por otra parte, s k  se aalcula l a  relacidn de l o s  poxcentajes 
de amino&cidos ficidos a amino6cidos b6sicoa ( a h )  se encuentra una m a r  
c a b  diferencia entre l a s  protefnas de 10s galactomananos (aprox. 3 , l )  
y l a s  protefnas de Pisum sativum (aprox. 1,8). Iia diferencia se h c e  
a h  mayor (aprox. 1,3) para l a  semLll-a entera (Tabla 20),  l o  que indi- 
ca que en l a  misma existen protefnas de oomposioidn diferente con un 
marcado aumento en e l  porcentaje de aminoQcidos bgsioos. 
Si consideramos a l a s  protefnas de 10s galactomananos como pa2 
te cornponente de una misma lliolQoUa con e l  polisac&rido, estadamos en 
presencia de una glicoproteina. A este respecto es interesante desta- 
car  que 10s intentos de fraccionamiento de Gm (Tabla 23) dieron frac- 
ciones que contienen dist intos porcentajes de protefnas. ~dem6s e l  ga- 
lactomanano de Gleditsia tr5aoanthos estudiado por L e s o ~ n e r  y Cerezo 
(1970) contenfa aproximadamente 1 ,8  $ de protefna que f ~ e  retenida a 
-braves de t o d o s  10s procesos de purifticacibn. Sin embargo, 10s repeti- 
dos intent03 de pur i f icar  e l  poUsac6rido p o r  adsorci6n de l a  protefna 
asociada mediante e l  uso de l a  oromatograf5a de intercambio ibnico so- 
bre geles, dieron resultados negatives (no adsoroi6n de l a  prcrtefna) 
debido posiblemente a: ( a )  10s bajos porcentajes de protefna presente 
C en l a s  fracoiones y (b )  l a  viscosidad de l a s  soluciones del galactoma- 
t nano, abn a mayores diluciones, l o  que no p e m i t i r f a  e l  contact0 entre 
- o l a  protefna y 10s grupos intercambiadores del gel. For l o  tanto no fue 
C 1 
, 'posible obtener ninguna conclusi6n de valor en base a estos resultados. 
w -  
I I 
r' 
O t r o  de 10s factores que Uaman l a  atenci6n en e l  a n a i s i s  de 
10s galactomananos es l a  presencia de pequefias cantidades de glucosamk 
na (Tabla 21) ,  hecho que habfa pasado bsaperoibido en 10s estudios an 
ter iores  realizados p o r  oromatograffa sobre papel y densitometda (Leg 
chziner y Cerezo, L970), l o  cual es muy importante ya que de confirmar_ 
se <ue estos galactomananos son glicoprotefnas (ver m & s  adelante), e l  
aminoaz~toar s e d a  e l  punto de wlribn, a travds de un enlace t i p o  glico- 
silanrina con l a  asparagina, entre e l  polisac6rido y l a  protefna. 
Dada l a  tendencia a asooiarse que presentan l a s  proteinas de 
reserva de l a s  leguminosas y e l  hecho de que se haya deteminado en mu -
chas de e l l a s  l a  pmsencia de glucosaaina (Pusztai, 1964) y de azbca- 
res neutros (Pusztai, 1965a) espeoiabnente manosa (estas ca rac teds t i -  
cas han sido discutidas en ~ r o t e f n a s  de semillas de leguminosas, p6g. 
15, y Glicoprotefnas de vegetales superiores, p9g. 23), podda pensar- 
se que 10s productos analizados son asociacionss entre e l  galactomana- 
no y una gliooprotefna del t i p o  de l a s  mencionadas; aunque l legar  a e s  
tablecer definitivamente este t i p o  de asociaoiones " in  vivo" no es po- 
s ible  debido parbicularmente a que 10s preparados fueron secados des- 
pu4s de l a  extracci6n    nee, 1973). E l  an6lisis de 10s datos intiicd 
que l a  cantidad de glucosamjna dosada es (1,9 a 2,4 g anh. glucoaami- 
na/100 g) del orden de l a s  encontradas para l a s  glicoprotefnas de Pha- Y 1  - -
' - Beolus vulgaris (Tabla 16).  
Por otra parte, cuando G, fue fraccionado (Tabla 23) una de 
l a s  fracciones ( G , ~ ~ ) ,  que represents e l  56,5 $ del t o t a l ,  m o s t r d  un 
porcentaje de glucosamina del 8,4 $ (p/p), l o  que darfa un porcentaje 
de nitrbgel90 de ami~oazficares (0,7 $) equivalente a1 del nitr6geno t o -  
105 
t a l  dosado (0 ,4  $, e l  e r r o r  en l a  determinacidn del nitrdgeno t o t a l  
para valores bajos es  considerable (k 0,3 $). Es%o resultado pamcerfa 
i a p l i c a r  para e s t a  fracci6n, l o  ausencia de proteinas. AciemBs, para e l  
t o t a l  Be 1 ~ s  frcacciones (Tabla 23) se  obsewd quc c~arido disninuye e l  
poxen-ka je de protefnas, aumenta e l  de glucosamina. 
La determinacidn de l a  homogeneidad de GE p o r  grecipitaoi6n 
fracoionada m o s t r d  que, a diferencia de 10s datos informados previa- 
mente (Leschziner y Cerezo, 1970), e l  galactomanano precipi ta  en un 
rango amplio  de concentraci6n de etanol ( E g u r a  18).  Se obtuvrieron da 
e s t e  modo cinco fracciones (Tabla 23)  que & f e d a n  fundamentahente en 
e l  oontenido de protefnzs y de gluoosamina, pero m u y  poco en l a  rela-  
c i  dn Man: Go1 ( l a s  fluctunciones caen dentro del e r r o r  experimental) . 
Estos msultados indicaron que e l  rango de varriaoidn de l a  conposicidn 
iie 10s galactomananos de Gm es estrecho, y4 pus l a  polidispersidad ob-. 
samada, y p o r  ende l a  solubilidad, no es  atr ibufble a 2  polisac&rido 
sin0 a l a  presencia de l a  protefna. A es te  respecto debe reoardztrse l 8  rY 
quo a1 in t en t a r  redisolver l a  fraccidn de mayor contenido proteico 
( G ~ ~ ~ )  sa obtuvo una parte insoluble r i c a  en proteina (65 $), inientrss 
quc l a  fraccidn solubilizada contenin un porcentoje do proteinas (15 , 6 
) cq~fivelente a1  encontrado en l a s  o t ras  frncciones o en 10s galnoto- 
mananos iis extraccidn di rec ta  (Gm y Gm5())* Por o t ra  parte no puede des 
- 
cartaree l a  posibil idad de que l a  polidispersidad se deba tambi6n a 
fezmcias  an e l  tarnal50 molecular ya que e l  peso molecular I ~ ~ ~ E I O ,  cal- 
culado en base a l a  relacidn lYIan+Gal:GluN (Tabla 23), asminuye a1  au- 
ztuntar l a  so lub i l i  dad. 
P o r  f i l t imo ,  es  internsante notar que cuando s u  r e p i t i b  e l  pro- 
cedimiento de extracoibn made por Leschziner y Cerezo (1970), ea de-- 
c i r  l a  extracci6n di rea ta  a 50 C, se obtuvo un galactomanano (Gmt9 Ta- 
bla 21) cuyo a n a i s i s  corresgolldia a l o  esperado en funcidn de 10s re-  
sultados obtenidos con Gm y Gm509 y a l  igua l  que Bstoa < d i f i r i 6  fie1 t r a  
-
bajado por dichos autores en: ( a )  e l  contenido en protefna es cinco a 
s e i s  veces superior, a h  oonsiderando l a s  diferencias atr ibufbles  a 
10s dis t in tos  mktodos usados, y ( b )  l a  relacidn Man:Gal es  meiior, am-+ 
que 10s datoa no son conparables ya que se emplearon metodos  da dosaja 
con dis t in tos  rar-gos ae e r ro r  y en especial  es  conocido e l  e r ro r  pmdu 
- 
cj. 80 ~3~ La Censitometra'a u t i l izada  por 10s referidos au%oses, 
- 
A modo de conclusi6n puede afirmarse gue 10s galactomananos ex_ 
tmfdos sucesivamente a temperatura ambiente y a 50 C a pesar de haber 
s i d o  obteYllidos con 10s m i s m o s  rendimientos, dif ieren del obtenido por 
Leschziner y Cemzo (1970) en l a s  relaciones ManzGal, en l a  presencia 
de glucosamina J; de l a  protefna asociada a1 galactomanano. Las difereg 
cias pueden s e r  a t r ibddas  fundamentalmente a vaxiaciones en l a  frag- 
mentacidn produoidas p o r  l a  extraccibn, aunque es  muy fmcuente en es- 
t e  t i p 0  de matexrides encontrar tambi6n diferencias de origen ecoldgi- 
CO.  
Los  polisac&r5dos remamntes de agotar e l  matexial por extmc- 
ci6n acuosa han s ido  definidos operativamente, y en general se supone 
que 10s e p o s  de estructuras quedan determinados p o r  e l  procedimiento 
de extracci6nt cada reactivo afecta un kip0 de entrecruzamiento (unio- 
nes covalentes o no covalentes) o produce l a  degradaci6n y consiguien- 
t e  solubilizaci6n p o r  ruptura de enlaces, oxidacibn,, etc. E l  tratamieg 
L: 
t o  con &lca l i  extrae l a s  hemicelulosas, polisac&ridos constit ufdos fun_ 
damentalmente por xilosa, arabinosa y Qcidos glucurdnico y 4-0-metil- 
glucur6nic0, junto con menores cantidades de manosa, galactosa y glucg 
sa, El uso de soluciones de oxalato de amonio, EDIPA, etc., proporciona 
10s polisac&xidos conocidos baj o l a  denominacidn de sustancias p8cti- 
cas y que estan formados por dcido galacturdnico, galactosa, arabinosa 
y rasnosa, y pueden presentar en menor proporcidn fucosa y xilosa. En 
casos especiales se han utilizado soluciones de m a  para extraer glu- 
canos y xiloglucanos. La f a l t a  de definricidn entre 10s distintos t ipos 
de polisacdridos ha s i d o  discutida p o r  varios autores (vex ~ x t r a c c i 6 n  
de 10s pol5saciridos, pdg. 43) que indicaron l a  impxeciaidn de t a l  c lg  
sif icaci6n desde e l  punto do v i s t a  molecular, ya que 10s productos ais -
lades por uxla metodologfa pueden presentar l a s  caracterf s t icas  propias 
de 10s o t r o s  grupos. 
.En nws t ro  caso, con e l  mut ip le  prop6sito dc: (1) a i s l a r  10s 
productos caracterfsticos de cada procedimiento, simpJiFicando La pos- 
r(terior separacibn do l a s  mezclas, ( 2 )  com-parar 10s productos aislados, Y "  
y (3)  establecer l a s  posibles interacciones entre 10s polfmeros, e l  r2 
siduo f ue  extrafdo por  separado con: 
a)  hil i rdxido de po-basio 1 0  $ 
b)  oxalato de amorxio 1 5 
c )  urea 7 M. 
Las extracciones se llevaron a cab0 sobre e l  msi duo insoluble en agua 
a 50 0 s i n  secado previo para minimizar 10s inoonvenientes propios de 
esta etapa (ver Extiracci6n de 10s polisac6ridos, pdg. 43). 
En e l  caso ( a ) ,  l a s  hemicelulosas se aislaron s i n  deslignif icgi 
cidn previa (10s bajos njveles de lignina que caracterizan a este t i p a  
de materirzles, hicieron innecesaria l a  deslignificaci6n (ver Xxtrac- 
ci6n alcalina, pfig. 44 ) y ademfis es conocido e l  efecto que sobre 10s 
mino6cidos de l a s  glicoprotefnas produce e l  tratamiento con c lor i to  
de sodio-8cido ac6tico (Selvendran y col., 1975)) y se fraccionaron S& 
glkn e l  m6todo de 08Dwyer (1926), levemente modificado para a i s l a r  di- 
rectamente l a s  b~micelulosas A ,  B y C. Los estudios tendientes a una 
caracterizaaibn mAs detallada de 10s fragmentos (ver m6o adelante), se 
llevaron a cabo sobre estos productos. 
Los reaultados obtenjdos en 10s t r e s  casos e s t h  resumidos en 
l a s  Tablaa 27 y 28. 21 anfilisis de l a s  nxisnas pemniti6 obtener l a s  oon -
clusiones que se tietallan a continuacibn. 
Todas l a s  fraccionea de hemicelulosas as$ como l a s  obtenidas 
en 10s casos (b) y ( 0 )  contienen proteinas asociadas cuyo estudio revg 
l a  10s m i s m o s  aminoQcidos componentes y en propomiones semejantes, 
salvo en e l  caso de HB que muestra un contenido mucho mayor de Bcido 
g l u t b i c o  . 
E l  anfilisis de 10s hidratos de carbono indicb l a  presencia en 
t o d a s  l a s  fracciones de 10s mismos ocho monosac6ridos: dos pentosas, 
aralxi:fiosa y xilosa; una 6-deso~ihexosa, fucosa, t r e s  hexosas, manosa, 
galectosa y glucosa; un Qcido ur6nic0, Bcido galacturbnico; y un mi- - 
noazboar, glucosmina. E l  monosacbri.do mfis importante en t o d o s  10s ca- 
s o s  es, desde e l  punto de v ia ta  cuantitativo, l a  arabinosa que puede 
l l ega r  a const i tu i r  hnsta un 46 % de 10s monosacdridos to ta les  (HB), y 
e l  menos importante l a  glucosa, cuyo porcentaje rndxino n e g a  a1 3 k.  
De 10s o t r o s  se i s  monosac6x5dos intervienen con un porcentaje mayor 
del 10  $, xilosa en cuatro fracciones, &ciao galactur6~~ico y galactoss 
en dos fracciones, manosa en todas y g l u c o s e n a  en urn  fraccibn. EB 
de hacer notar l a  ausencia de m n o s a  en l a s  hemicelulosas y en lag 
sustanajas p&eficas. 
En consecuencia todas l a s  fracciones obtenidas en 1.as extrac- 
ciones contienen 10s azficares componentes de laa hemicelulosas y l a s  
austnnaias p6cticas, salvo l a  m n o s a ,  per0 10s porcentajes relatives 
no son 10s que se poddan preveer bajo estos oonceptos. Por otra parte, 
aparece un azdcar no usual en estos oompuestos: gluoosmina. A este res 
pecto, hasta donde l lega nuestro conocimiento, l a  presencia de una he- 
xosamina s d l o  ha sido detectada (no identificada) en 10s hidrolizados 
de gUcoprotefnas de paredes celulares de f r u t o s  de manzano  nee, 
1973). 
L a  solucibn de urea 7 N, que ha s i d o  utilizada para extraer 
4 -glucanos de i n s  paredes celulares de celulas de endosprms de semi- 
l l a s  de cebada (Costello y Stone, 1968) y de Lolium m u l t i f l o r u m  (Smith 
r 
i y Stone, 1973), extraj  o un producto de oaracterfsticas ad logas  a 10s 
! r 
i:. extrafdos oon dlcal i  (caso ( a ) )  o con oxalato de amonio (caso (b)). Eg b- 
I' t o s  resultados inctictaron l a  no e x i s t e n c i ~  de cantidades apreciables . 
- Be (3 -glucanos extrafbles en esas oondiciones, confirm&dose l a s  obser 
I. 
f vaoiones de Kooilnan (1960 a, b )  que no detect6 miloides  en l a s  semi- 
l l a s  de Gleditsia trriaoanthos (ver  Amiloides, p6g. 6 ) ,  y sugirieron l a  
presencia de un product0 oom~le jo, o mezcla de productos, que se obtie -
m con variaciones cuantitativas bajo dist intos m6todos Ce extraccibn, 
En efecto, l a  existencia de tantos monosac&ridos, as1 como de 
protefna, parecerfa indicar  que se t r a t a  de una mezcla de swtancias 
ya que no es  fmcuente encontrar productos puros que contengan m & s  de 
P r e s  o ouatro azdcares oomponentes. No se descarta l a  posibilidad. de 
que se haya produciuo l a  agregaci6n entre 10s dist intos polfmeros du- 
rante l a  neutralizacibn y/o precipitacibn, y en especial teniendo en 
cuenta que 10s materiales fueron secados despds de l a  extracci6n 
( ~ n z e ,  1973). Sin embargo, e l  hecho de que l a  composici6n cuali  y sea& 
cuantitativa en monosac&ridos y amino6cidos es similar en todoa  10s c;l 
s o s ,  independientemente del procedimiento de extracoi6n, y que 10s re- 
petidos intentos de fraccionamiento de oada una de l a s  fracciones y 
l a s  determinaciones de homogeneidad (ver  m & s  adelante) no hayan podido 
separar a dichas llmezclasll, indicarfa l a  existenoia de algdn t i p 0  de 
u a b n  entre 10s componentes. La &ca excepci6n l a  constituye l a  hemi- 
celulosa C l a  cual, a travbs de un elaborado proceso de f r a c c i o ~ e n -  
t o  por cmmatograffa sobre geles de dis t in tas  mallas, pudo s e r  separa- 
da en cinco productos de diferente composici6n y peso molecular (Tabla 
48, ver  m a s  adelante) entre 10s cuales se identif ic6 un fucoarabano y 
un galactomanano; l a s  otras t r e s  fracciones de l a  homicelulosa C con- 
tienen monosac6ridos que no pueden s e r  idontificados con polisac&ridos 
definiaos. Esta mezcla de productos que f oman l a  hermicelulosa C era 
esperada ya que s e g h  se sabe (ver  Hemicelulosas, p6g. 8) l a  misma es- 
t& constitufda p o r  10s productos de degradacibn de l a s  hemicelulo" Qas A 
Y 3. 
En base a 10s resultados obsemados se consi8er6 convenie~te 
mantener l a  denominacibn de l a s  fmociones (Tabla 63 ) correspondiente 
al mdtodo de extraocibn utilizado, a h  cuar~do l a s  experiencias nudie- 
ran indicar  quo sus estructuras no correspondfar- a l a s  quo definen esa 
BE2dICELULOSAS .-. 
Las handcelulosas se extrajeron con h i d r 6 ~ i d o  de potasio 1 0  % 
do1  residuo remanente de l a  extracoi6n eXhaustiva con agua a 50 C de 
10s gdactomananos (Figura 20). Se fraccionaron s e g h  e l  m6todo de 
OrDwger (1926) en e l  cual se define como hemicelulosa A el- producto is 
soluble en agua a pH 4,5-5, como hemicelulosa B e l  remanente insoluble 
en etanol 75 $, y como hemicelulosa C, e l  producto restante. 
E l  rndtodo se mod-ific6 levonente a1 no usar acid0 ac6tido para- 
neutralizar e l  extract0 alcalino sin0 que directsunente se dial iz6 has- 
tt? neut rdf  dad. S5. bien l a  precipitacibn se rrealiza asf en f o m n  mucho 
# 
rnss lenta  y gradual y a pH 6 en vez de 4,5-5, se elimina l a  fomacidsl 
do sales inorg&i.cas, l o  que posibi l i ta  e l  estudio de l a  hemicelulosa 
C. A d e m a s ,  s i  bien e l  uso de l a  di&Lisis detemina como factor  negati- 
vo l a  pkrdida de groductos de bajo peso aolecular (Knee, 1973), hecho 
c oralprobado en nuestras experiencias , l a  eliminaci 6n de l a s  aoldculas 
degradadas permiti6 e l  estudio de l a s  fracciones de mayor peso rnolecu- 
Icr, a p a r t i r  de l a s  cuales, por degradaciones qdmicas o metabdlicas 
(3l:ike y Richards, 1970) se originan l a s  fracciones dializablea. En 
consecuencia 10s resultados descrjptos corresponden a l o  que se defi- 
ni6 como "hemicelulosas no dial.iaablesl~. A este respecto cabe mencio- 
nar que, aurnnte l a  malizocibn &el presente trabajo, Blake y col. 
(1971) publicaron una nueva ttScnica que aprovecha l a s  ventajaa de l a  
d id l i s i s  s i n  su incomeniente nediante l a  neutral;izaci6n fie l a s  aguae 
de di&isis con resinas do intercambio y e l  reciclado en sistema cemg 
do 1 ia~ ta  neutralidad to ta l .  
El examen de Zoa rendimientos t o t a l o s  obtenidos en t r e s  extrzg 
c i o n e ~  sucesivas y 10s respectivos rendimientos de l a s  hemicelulosas A, 
B C (Tabla 25, promdimLento 1) indio6 que 10s msultados no son re- 
producible~. De igual  fbma, 10s dosajes de nitxhgeno en fracciozlef 
eguivalentes obtenidas e n  l a s  d i s t i~ t  as extracciones (Tabla 26, proce- 





La f a l t a  de reproducibilidad en 10s mndimientos de HA y HB 
( l a  HC no ha sido en general estudiada debido a l a  aoumuhci6n de sa- 
l e s )  f u l e  notada p o r  Gaillard (1965), quien coment6 e l  Ilecho de que l a  
separaci6n de l a s  KA jr HB no era  neta ya que cuando es ta  &tima se re- 
disolvfa en Alcali y se ne~~t ra l i zaba ,  se obtenfa un preoipitado que 
por definici6n es  HA. Este heoho fue obsemado en t odos  nuestros in teg  
t o s  de fraccionarmiento de KB. Usualmente estos insolubles son d e s c a d ~  
dos, pero en nuestro caso se prooedi6 a1 a,nBlisis de urn de e l los  (I%, 
Tabla 42) y se encontrd que l a  oomposioih clwntitativa en monos=lo6xi.- 
, dos d i f e d a  marcadaznente de l a  d.e HB. Cuando se fntentb redisolver 
&; nuestra HB en agua a pH 5, se obtuvo un insoluble del 6 5. La 'h idr6li-  
sis d e l  m i s m o  y l a  oronatograffa en papel indioaron l a  existencia de 
mayor cantidad de arabinosa y l a  f a l t a  de 'hexoaas, l o  que difiere de 
10s msultados obtenidos con l a s  fracciones de HB solubles a ese pH 
(Tabla 30) y l a s  fracaiones componentes de HA (Tablas 33 y 34), ya gue 
todas e l l a s  presentan oantidades apreciables de hexosas. 
Cmprobaciones sinrilares fueron efeotuadas p o r  3lake y col. 
(1971) a1 ha l l a r  ma  mamada diferencia en 10s rendimientos de l a s  he- 
mioelulosas A y B obtenidas por e l  metodo de di&lisis y e l  comenoio- 
nal (OtDwyer, 1926). Las muestraa de pastos que analizaron (Xeteropo- 
gori contortus) dab= m u y  poca HA por e l  m6todo corrvencioml g canticla- 
des oonsiderables por e l  m6todo de di.&lisis, con l a  correspondiente 
disninuci6n en e l  rendimiento de HB. Eatas diferencias no son oonstaii- 
t e s  y dependell de l  producto extrafdo, no obsem&ndose por ejemplo el? 
l a  nemicelulosa de c& de aeficar. 3 s t o s  autores supusieron que l a  fa& 
t a  de reproduoibilidad en e l  fraccionamiento estaba asooiada con una 
variacidn en l a  extenailin de l a  dispemidn y/o solubj,lieaoibn de l a s  
mol6culas debido a l a  fuerza i6nica, e l  tiempo de neutraLizacidn, las  
pe quefias vaziaciones dispersi dad) en l a  estructura principal, 
etc., y a f i n  de "h~mogeneizar'~ 10s sistemaa propusieron un calenta- 
niento de 10 minutos en baEo de agua a ebullicibn y un pedodo de e s t s  
hilizacibn posterior de 5 horas a 30 C, antes de proceder a1 fracciong 
miento en HA y HB. En l a  Tabla 25, procedimiento 2,  se dan 10s rendi- 
mientos obtenidos en nuestro caso a1 usar en dos extraccione~ diferen- 
t e s  &cho proce dimient o. Sin embargo 10s resultados siguieron siendo 
variable s . 
En la misma Tabla 25 y b a j o  l a  denaminacibn de flproced;i~iento 
nixto" f'iguran 10s rendimientos de HA sepasada luego de 72 horas de 
di6l is i .s  y de HA obtenida de l a  soluci6n remanente p o r  e l  procedimien- 
t o  2. De 10s datos so  puede deducir que : ( a )  e l  cale~~tamier~to y posts- 
x i o r  estabilizacibn produoe un nuevo precipitado en oantidad mucho ma- 
yor qw l a  original, obteniQndose un producto clasificado oomo HA que, 
s i n  este tratamiento, s e d a  HB y/o HC; (b)  10s rendimientos de HB y HC 
no &isminuyen en foma equivalente y por l o  tanto e l  aumento de HA no 
se hace "num6ri.camenteW a expensas de l a s  mismas, A este respecto cabe 
menoi onar que l a s  variaci ones ", en 10s rendimientos totales observadas 
(ver  m6s adelante) no percmiten concluir s i  efectivamente no hub0 una 
disminuci6n en 10s porcentajes de HB y HC al incrementarse por es te  
tratamiento ( p r o c e d i ~ e n t o  2)  e l  porcentaje de HA- 
Por otra p a d e  es importante destacar que LOS t rabaj  os de Gai- 
l l a r d  (1965) y 10s de Blake y col, (1gr71), se realizaron con hemicelu- 
losas A Idpicas de pastos, es decir cadenas l ineales de unidades de xi 
losa  oon algunas ramificaciones cortas de arabinosa y de h i d o  4-0-me- 
til-glucur6rxico y trazas d.e galactosa, mientras que nuestra hemioelulg 
sa A t iene como azdcares prinoipales (Tabla 27) arabinosa (34,2 5 )  , ma 
nosa (16,3 $) y &cido gdacturbnico (22,8 %) junto con un 29,O % (p/p) 
de protefnas, y por  l o  tanto es posible l a  presencia de produotos m8s 
c omplicados. 
EnaberICe , adem& de l a  i r reprod~cib i l idad  del fracci  onmien- 
t o  IX/HB, en nuestro caso se observ6 vaxiacibn en 10s rendrinientos t o -  
t a l e s ,  es decir, en l a  cantidad de material extrafdo. Bajo este aspec- 
t o  caben t r e s  comentarios: ( a )  e l  material que EC extrajo no f ue some- 
t i d o  previamente a tratamientos agresivos (por e jeruplo, l a  deslignifi- 
cacidn) y p o r  l o  tanto l o  extrafdo es tan  parecido a1 original en l a  
sea i l l a  como l o  pemite l a  extraccidn con Blcali (ver  Efectos de 13 ez 
tracci6n en medio aloalino, p&g. 48);  ( b )  l a  gran cantidad de material 
nitrogenado extrafdo corresponde en s u  mayor parte a proteinas que 
acorcpaiian a 10s hidratos de carbon0 y fueron retenidas a trav6s de t o -  
dos 10s f r a c c i o ~ e n t o s  y pruebas de homogeneidad; ( c )  l a  difusi6n . 
parcial de 10s productos extrafdos a traves de l a  membrana de di&lisis 
(ver Ap&ndice, pgg, 212) .  Sn consecuencia, es ta  incedidumbre hace di- 
fs 'cil  obtener una base para l a  comparaci6n de l a s  fracciones respecto 
de l a s  dist intas extracciones, 
Nuestros resultados, en general, concuerdan m6s con 10s o b t e g  
dos por  Aspinall y col. (1967a) con cotiledones de Glycine max. Luego 
i 
de remover l a s  proteinas con hidr6xido de s o d i o  0,2 '$ a temp ratura ag 
biento, extrajeron e l  material remanente con soluci6n de EDTA 2 $ a pH 
5 , l  y obtuvieron urn soluci 6n de polfmeros do 10s quc precipitaron 1% 
fraccibn 1 N acidif icar  a pH 4.5 y l a  fracci6n 2 p o r  ndici6n de eta+ -1 
no1 (Tabla 50). El residuo fue ex t rddo  con oxalato de amonio 0,5 $ n 
90 C y repitiendo e l  fraccionamiento obtuvieron l a s  fracciones 3 y 4. 
La subsiguiente extraccidn con hidr6xido de s o d i o  5 $ a temperatma 
biente y fraccionamiento, d i o  l a s  fracctones 5 y 6. Todos 10s produc- 
t o s  dieron por h ia r6 l i s i s  mezclas similares de monosac&ridos : 6ci do 
galactur6nic0, galactosa, arabinosa, xilosa, fucosa, ramnosa y trazas 
do gluoosa, 2-0-metil-filosa y 2-0-metil-f ucosa. 
Tabla 50, CapaaAbn de 10s p m d a j e s  cl,tenidos y de la distrlbocibn del c u r h i d o  en pdefras p 1s fmciones a12 
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Resultados similares tambibn fueron encontrados p o r  Pang Vay y 
Richards (1971) con l a s  semillas de Stylosanthes humj_lis (Tabla 51), 
ya que Qstas contienen 6 $ de sustancias pc?cticas, l a  HE3 contiene una 
devada pmporci6n de ambinosa (no usual en base a s u  defirdci6n, vex 
H e ~ c e l u l o s a s ,  p6gm 8) probablemente como copolfmero, y l a  HC es predg 
minantemente de naturaleza proteica. 
Tabla 51. hbn ido  en niir@m de la extractas de semillas de Stv1- humilis. 
SUSTANCIAS PECTICAS 
La extraccidn con oxalato de amonio del msiduo remanente de 
extraer  10s galactomananos con agua a 50 C, d i o  un rendirniento del 2% 
( f raocibn P, Tabla 29) en smtancins p8cticas. Taabien en este caso se 
produj eron y/o extraj  eron productos bajo peso molecular 
t e  l a  d i a i s i s  se obsem6 e l  pasaje de sustslncias conteniendo hidratos 
E l  producto extra5 do contiene proteinas ouya composici6n en 
amino6cidos (Tabla 28) es similar a l a  composicidn de l a s  proteinas 
L 
que acornpailan a l a s  hemicelulosas, especialmente a l a  HB por su mayo* ' I ' ;  
E l  pol i sac~r ido  contiene 10s ocho m o n o s a c ~ d o s  oomunes a l a s  
hemioelulosas (Tabla 27) siendo l a  arabinosa e l  m 6 s  importante (42,5$) 
y junto con e l  dcido gaJ.actur6nico y l a  manosa constituyen e l  84 % de 
10s azficareo componen%es. Su composicidn se aseme ja a l a  de HA ( ~ a b l a  
27) en l a  cual estos t r e s  aa6cares fomnan e l  73 $ del polisac6xido,aun_ 
q~ debido a 10s menores porcentajes con que aparecen 10s o t r o s  compo- 
nentes, l a  fraccibn P resulta me jor definida. Desde e l  punto de v i s t a  
estructural ,  l a  importancia de l a  arabinosa y e l  Qcido gahc8ur6nico 
en l a  composici6n de P indican que Qsta  podda s e r  clasificada como 
una verdedera sustancia pkctica (ver Sustancias pkcticas, p6g. 7 ) ,  
coincidiendo entonces l a  definicibn operativa adoptada con l a  defini- 
ci6n molecular. Sin embargo, e s  de notar l a  presencia de manosa g glu- 
cosamina que no son cmponentes tfpicos de estos polisa0Bridos, y l a  
ausencia de ramnosa. 
A f i n  de compararla con l a s  hemiceluloazs, l a  fraccidn P fue 
fmccionada en e l  producto insoluble en agua (PA), e l  producto remanen 
t e  insoluble en acetona 66 $ [PB) y e l  producto restante (PC). La Ta- 
bla 29 permitid obtener l a s  conclusiones que se b t a l l a n  a continua- 
ci6n. 
4 
La fracci6n PC es ta  pr6cticamnte c o m t i t d d a  p o r  protefna y 
dif iere  p o r  l o  tanto do l a  HC cuyo contenido en proteinas v a d o  de un 
11 a 74 $ (Tabla 26). La f a l t a  de hjdratos de carbono es consistente 
con l o  encontrado por o t r o s  autores con l a s  fracciones HC provenientes 
de ma$erlales previamente deslignificados con o l m i t o  de sodio-dcido 
acdtioo a 75 C. Tal e l  caso de l a  HC obtenida de pastos de Panicm ma- 
xinun y Heteropogoi~ contortus y de l a s  variaciones Q57 y Q63 de caEa 
de azficar (Bla3ce y Richards, 1970), en l a s  que se encontrb un corrteni- 
do en hidratos de carbono del 2 $, y de l a  leguminosa Stylosanthes ha- 
m i l i s  (Pang Way y Richards, 1971) que presenta un porcentaje de kidra- 
t o s  de carbono menor del 5 $ junto con una a l t a  pmporcidn do protef- 
nas (67 $). 
La fraccidn PA se obtuvo con un rennimiento (3  $) similar a1 
encontmdo para l a  HA (Tabla 25), aunque presenta un contenido en pro- 
tefnas (15,0 $) menor qm Qsta. 
E l  a l to  rendimiento de PB ( l5 ,3  $), cuyo contenido en protef- 
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nas es  del 20,6 $, establece una difer*enoia notable oon 10s rsndimien- 
t o s  t r e s  o cuatro veoes menores de IIB (Tabla 25). Esta diferencia sc 
acentfia si se oalculan 10s renilimientos en funcidn del oontenido t o t a l  
en 2xiaratos de carbono, ya que e l  porcentaje de protefnas de HI3 se e l 5  
va a1 46,9 $. En consecuencia l a  fracci6n PB es l a  representativa de 
l a s  sustancias pdcticas de l a s  semillas de Gleditsia t r i a c m t l i o ~ .  
Por otra parte, si se cmpara e l  rendimiellto de HB con e l  de 
HA g HC, vemos que en nusstro oaso no existe l a  marcada preponderancla 
L 
que se observ6 en e l  oaso de l a s  semillas de Stylosanthes humilis antes 
C 
r:. + uenof onada, en l a s  que el mndiroiento de HB es dooe veoes maym qW e l  
' de HA. Este resultado es  e l  oomunmente enoontrado en 10s rendimlentos 
de HA y HB extrafdas de otras partea de 10s vegetales. Las pectinas se 
- 
aislaron de dichas semillas con muy bajo rendindento (5,9 5 6 )  y contie- 
I. 
I nen un 40 5'. de protefna (Tabla 51). E s t h  constitufdas p o r  un 17 46 de 
azdcares neutros de 10s ouales e l  13 % es  arabinosa y en cantidades mu - 
tho menores aparecen ramnosa (1 $), xilosa (1 $) y galactosa ( 2  $). En 
cambio l a  Hl3 est6 fomada por u n  74 $ de a s h a r e s  neutros, siendo 10s 
rigs importarltes xilosa (46 $) y arabinosa (14 $), y en iuenores propor- 
ciones apareoen gluoosa (7 $), galactosa ( 4  $), ramnosa ( 2  $) y manosa 
(I $). En ambos oasos no se detectaron fucosa n i  glucosamina y no se  
dosaron Qcidos ur6r1icoa. 
Dado que t o d o s  10s nonosaddridos cornpon.entes de P l o  son tam- 
biEn de HA y HB, g que 10s t r e s  azficares que constituyen e l  84 $ &a l a  
primera son componentes importantes de HA y HE (no se  uso KC coao pa- 
t rdn de oomparacidn ya que se supone pue eota fracoidn se origina por 
degradacidn de l a s  dos anteriores o de un fragment0 comb, y puedon hg 
berse dest rddo algunos azboares con l a  consiguiente corn entracibn de 
o t r o o ) ,  y teniendo cn cwnta  l a  imprecisidn de 10s rn6todos de extrac- 
ci6n en l o  que a definioi6n molecular se refiere,  puede ooncluirse que b d l  
en ambos casos (P y H) se es t6  extrayendo e l  m i s m o  t i p o  de sustancia y 
qw l a s  principales oaractedst icas  de 10s product03 derivadan f unda- 
mentakuente del m e t  odo empleado (ver Extracci dn de 10s pol2 sac&idos, 
p&g- 4 3 ) .  Si esto es  oierto, l a  extracci6n en forma secuencial, prime- 
r o  con un metodo y sobre e l  msiduo, oon e l  otro, d a d a  rendimientos 
f l l  I. 
* que se cm~ensarfan.  
Bn efecto, cuando se realizaror, l a s  dos secuenciao (Tabla 30) 
se observd que l a  extraccidn de P posterior a H daba rendimierrtos caprg 
xirun&amente veinte veces menores que l a  exeraccibn directa de I?. E s t o  
i n d i c a d a  gue e l  product0 que debfa extraerne en P fue extrafdo e s  5, 
o que e l  tratamiento alcalino l o  habfa insolubilizado. 
Los efectos m6s probables de l a  extraccidn en medio alcalino 
son: (ver  p4g. 48)  l a  degradacidn alcalina -t;jpo ttpeeljnglt, l a s  reaccig 
nes de fi-eLiminaci6n de uniones glicosfdicas a serina y treonina y l a  
trans-eliminaci6n de Acidos urbrricos, l a  hidrdlisis  de l a s  unioms 6s- 
t e r  de 10s grupos aceti los de 10s azficares y de 10s rnetilos de 10s &c& 
dos urbnioos, y l a s  consiguientes rupturas de l a s  unriones qcu'micas en- 
tre 10s distintos polfmeros componentes. Debe recordarse quo l a  'hidr6- 
Usis de 10s Qsteres ur6nicos disminuye l a  P-eliminaci6n, ya que 10s 
polfaeros de Bci do galactur6nico no es te r i f  icado son mAa resistentes 
(~lbersheim, 1959). Lo importante es que 10s efectos mencionados c o n d ~  
cen a una mayor solubilizacidn y por  l o  tanta a1 menor rendimiento de 
P en l a  secuencia NQ 1 (Tabla 30). 
Por otra parte es de notar que e l  rendimiento de P en l a  se- 
cuencia No 1 ( 1 , 2  $) es idc!?ntico a l  que restaba de H luego de t r e s  ex- 
tracciones sucesivas (1,4 $, ver  Descripcidn de 10s resultados obteni- 
dos ,  pgg. 59) ,  l o  que pcmite  suponer que o s  este producto l o  qw se 
extmjo como 9. 
S i  exminamos l a  secuencia N O  2, vemos quo e l  rendimiento de H 
es tmbibn menor que en l a  secuencia No 1 (Tabla 3 0 ) ,  aunque esa dism: 
nuci6n no l lega al 100 $. E s t o  puede explicarse sabiendo qEe, sf bien 
l a s  soluciones de oxdato  de amonio C ~ H  6-7) tienen l a  accidn degmda- 
t i v a  t i p o  j6eIiminaci6n antes mencionada para solubil izar  l a s  pecti- 
nas, Qsta es de una magnitud mucho menor que l a s  degradaciones produc& 
das en medio alcalino. 
E l  hecho de que e l  porcentaje de residuo luego de l a  extrac- 
ci6n sea e l  m i s m o  (Tabla 30)  indica que 10s to ta les  extraidos en ambos 
oasos son iguales. La diferencia observadtz puede adjudicarse a1 mate- 
r i a l  de bajo peso molecular que se pierde en l a s  difiisis y que debe 
provenir de 10s procesos de degradacidn mencionados. Los alcances de 
l a  degradaaibn producida est6n reflejados en e l  porcentaje de producto 
qua se pierdes 40 al 70 $ del extrafdo. 
Adem6s l a  degradacidn e q l i c a  l a  aparicihn de cantidades apre- 
ciables de oligdmeros en l a  HC y su ausencia en PC, y l a  irreproducibL 
bilidad de 10s rendimientos (nabla 25) ya que tanto  l a  extracci6n como 
l a  degradaci 6n dependen, entre otros factores,  de una serie de varia- 
bles impredecibles de t i p o  experimental ( t a m d o  de l a s  partfculns, 
tiempo de contact0 entre e l  material y e l  reactivo, pemtraci6n de es- 
t e  f i t i m o ,  cantidad de oxfgeno presente, etc.  ) 
La determinacidn cuali  y cuailtitativa de l o  que podda obtener 
se en una extraccidn no degradativa, se rejLiz6 con solucidn de urea 
7 M a temperatura ambiente. Esta solucidn rompe l a s  unlones Wdrdgeno 
(Tanford, 1968, 1969) ,  posibilitando l a  extraooi6n de sustancias no 
uni das covalentemente a1 rest duo insoluble de extraer  10s galaotomana- 
nos. Adem&, es de suponer que l a  degradaci6n de l a s  pectinas en solu- 
ciones neutras calientes es nuoho menor que en medio alcalino. El. pro- 
ducto extrafdo (fraocibn U, Tablas 27 y 28) presenta en l a  parte & J& 
1 dratos de carbono un bajo porcentaje de h i d o  gdaoturbnico (4,4 $) l o  
que 0 o n f i m d  1s ausencia de reacciones de degradaci6n y p o r  l o  tanto 
l a  contaminacidn con s d l o  cantidades menores de pectinas, y es ta  f orma 
k do en un 9 1 , O  96 p o r  arabinosa (31,6 %), xilosa (25,8 $), manosa (22,9$) 
I), 
y galactosa (10,5 $). A semejanza de P contiene un 23,9 $ de proteinas 
y su composici6n en amino6cidos es similar a l a  de HA, aunque con ma- 
yor proporcj_6n de 6cido g l u t h i c o  y a r g i a n a ;  l a  relaci6n a h  es seme- 
jante (1,6). 
En razdn de su composicidn, l a  fraccidn U parecem'a e s t a r  f o r -  
mada por polisac6ridos me jor definidos y oomo oonsecuencia del procedi 
miento de extmcci6n utiljzado, no estarfan unidos al resto de 10s com 
I 
ponentes (insolubles) por  uniones covalentes. Cabe mencionar que este 
producto represents s 6 l o  un 5 % del extrafdo en P, y p o r  l o  tanto e l  
resto del producto (enriquecido en dcido galactdnj lco respecto de U)  
estarfa unido por  eriLaces covalentes. A este respecto, Uonro y col. 
(1974) encolitraron que parte de 10s polheros  de paredes celulares des 
- 
pectinizadas de hipocotilos de Lupinus angustifolius, pueden s e r  remo- 
vidos con reactivoa que producen l a  ruptura de l a s  urriones no covalen- 
t e s  p s r o  no de l a s  glicosfdicas (urea, dodecilsulfato de s o d i o  y t i o -  
cianato de guanidonio) , pero l a  mayor parte requiere condiciones mds 
figorosas para su extraccidn. S i  bien Keegstra y col. (1973) sugirie- 
ron que 10s pol i sac~r idos  y protea'nas de l a  matriz de l a  pared prima- 
r i a  estan casi t o d o s  unidos gliaosidicamente para formar un complejo 
macromolec ular (ver Estructura molecular de l a s  paredes celulares, psg. 
35), en e l  o t r o  extremo Rees y Wight (1969) proponen que l a s  paredes 
celulares intactas pueden s e r  cornpletamente disp rsadas s i n  romper l a s  
uxiones covalentes. 
Del an&Lisis do l a s  fracoiones insolubles en medio alcalino 
(Sh) y luego del tratamiento subsiguiente con oxalato de amonio (Shp, 
Tablas 27 y 28), llaman l a  atenci6n 10s pomentajes dc? hidroxiprolina 
I en e l  primer caso ( l a  fracei6n Shp no fue analizadn en cuanto a1 conte - .--  
- - 
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x ido  en amino6cidos) y de glucos&na en ambas (16,8 $ para Sh y 20,5$ 
para Shp). La presencia de glucosamina y 10s porcentajes en estas frat 
ciones insolubles coimiden con l o  encontrado para l a  hemicelulosa B 
(ver Hemicelulosa B, p6g. 128) sobre l a  existencia de cadenas de I)-&& 
cosamina con uniones (3-(1-4)-. 
Hespecto de l a  bidroxiprolina, e s  sabido (Selvendran y col., 
1975) que l a  mayor parte de l a  protefna remanente en l a  holocelulosa 
de semillas, se extrae r4pidamente con 6lcd.i f r f o  y son relativamente 
pobres en hjdroxiprolina. E l  aislamiento de l a s  protefnas de l a s  pare- 
des celulares de tej idos vegetales es d i f f c i l  debido a que est&n embe- 
bidas en l a  matriz y fuertemente unidas a 10s polfmeros de l a  misma 
(ver  Estructura molecular de l a s  paredes oelulares, p6g. 33). Monro y 
col. (1974) encontraron que l a s  glicoprot efnas que contienen h i  droxi- 
prolina no pueden s e r  extraidas oon solventes que s 6 l o  producen l a  ruE 
tura  de l a s  uniones hjdr6geno; Lamport (1969) us6 enzimas o hidr6Lisis 
con soluci6n de h i d r b x i  do de bario (Lamport, 1967) para extraerlas; 
Heath y Northcote (1971) emplearon l a  hidrazin6lisis para obtener 10s 
glicop6ptidos lricos en hidroxiprolina de l a  iraccidn de l a  C(-celulo- 
sa  ( fraccidn insoluble en 6lcal.i 1,75 $) ; 140nr0 y 001. (1976) estudia- 
ron una fracci6n r ica  en hidroxiprolina y de bajo contenido en serina, 
resistente a l a  extracci6n con a c a l i  (EOH 24 $, a 18-22 C durante 24 
horas) , de 10s hipoootilos de Lupinus angus t i fo l iu~  .
A s i m i s m o ,  Selvendran y cal. (1975) hicieron uso del tratamie2- 
t o  eon c lor i to  de sodio-gcido acetico a 70 C para solubil izar  Las g l i -  
coprotefms r icas en hidroxiprolina asociadas con l a  fraccidn de l a  
j(-celulosa de l a s  paredes celulares del padnguima de Phaseolus co- 
ccineus; sugirieron que esas glicoprotefnas son fragment03 de una pro- 
teina macromolecular y s e g h  s u s  resultados (Selvendran, 1975 b), l a s  
proteinas asociadas con l a  hemicelulosa A son relativamente pobres en 
2ddroaprolina (3,2 moles $), sobresalen 10s valores de 10s 6cidos as- 
p6rbio.o y g l u t h i c o  y de ledcina, y son esenciabnente sirnilares a l a s  
asociadas con l a s  sustancias pdcticas ( a h  1,7).  Parecerfa pox l o  tan- 
t o  que en ese caso l a  parte proteica de l a  holocelulosa estg l lUda "  a 
Qsta  por  una uddn sensible a1 6lcal t  como un Qster ,  y l a  escasa pro- 
te ina  residual remanente en l a  &-celulosa, gue se aproxima en confor- 
maddn a una polihidroxiprolina con cadenas la tera les  de arabinosa y 
galactosa (Selvendran, 1975 b) , no es tarfa  ulrida por  fuerzas electros- 
t6 t icas  o uniones hidrbgeno. En nuestro caso, en conoordancia con es ta  
ser ie  de apreciaciones, ninguna de l a s  fmcciones ex t rddas  (U, P o H) 
m o s t r d  porcentajes detectables de hidroxiproLina y en cambio e l  m s i -  
duo insoluble, aunque presenta un contenido bajo de protefnas (aprox. 
- * 
118 
5,3 $), estfi foxmado en su parte proteica por un 8,3 $ de bidroldprolL 
na . 
.- Como oonsecuencia de 10s resultados obtenidos en l a s  dis t in tas  
extracciones, es posible suponer l a  existencia de 10s siguientes tipos 
do uniones entre 10s polfmeros: (1) uniones kidr6geno rotas por  l a  urea 
* 
con lLberaci6n del 1 $ del material polimQrico de l a  semilla; ( 2 )  unio 
nes estabilizadas por 10s iones Ca I-+ que involucran a 10s Qcidos urb@ 
cos. Cuando Qstas son dest rddas  p o r  tratamiento con oxalato, se l ibe-  
1 
r a  l a  fracci6n representativa de l a s  sustancias pdcticas (20  $ de l a  
: semilla entera) ; (3)  uniones Idbiles a1 glcal i  (uniones hidr6gen0, en- 
i 
. laces susceptibles de reaccio:~es de (3-eliminacibn, reacci ones t i p 0  
"peeling") que liberan porcentajes variables ( 6  a 14 $) de sustancias 
pecticas y henicelulosas; ( 4 )  uniones estables en e l  medio alcalino 
utilizado (KOI-I 1 0  $, a, temperatura ambiente durante ?4 horas) y al ox& 
l a t o  de amonio (13 $ de La semilla entera).  Por l o  tanto, puede af5r- 
marse que un n h e r o  dif orente de enlaces covalentes y no covalentes e s  
- 
th iwolucrados en l a  uni6n de 10s polfmeros, aunque de un modo proba 
blenente dist into al propuesto en su modelo por Keegstra y col. (1973). 
En base a l a  composicidn de estas fracciones y 10s diferontes 
t i p o s  de einlaces involucrados, es de suponer que estmos en presencia 
de LID. comple j o polisac~r5do-protefna. Los estudios efectuados poste- 
xiormente (ver a continuaci6n l a  discusi6n de 30s resultados) confir- 
znaron en s u  mayor parte esta suposicidn de partida. Las evtdencias so- 
F bre l a  existencia de este t i p o  de comple jos ,  loca;l_izados tanto en 13s pare des celulares como intracolularxiente, ban si do infomadas p u r  vazios 
autores (Fincher y ool., 1974, y referencias a l l i  citadas) . En nuestro 
caso pemanece hasta e l  momento incier ta  l a  I.ocaLizaubn subcelular 
del m i s m o ,  es decir si  este complejo est6 relacionado estrictamente 
con l a s  paredes celulares o s i  l o  est6 tambiQn con 10s componentes ci- 
toplasm~ticos. 
Con respecto a esto f i t i m o  oabe recordar que, l a  posibilidad 
de efectuar una generalizaci 6n sobre  l a  orgarxizau6n de l o a  constit u- 
yentes aislados se ve por l o  general complicada, y tambibn en nuestro 
caso, p o r  l a  agregaci6n que puede producirse entre 10s camponentea lue -
go de l a  extraccibn. NQs a h ,  cuando se t r a t a  de estudiar  10s polisacS -
r%dos de l a s  paredes celulares, l a  d i f  icultad en este sentido surge de 
l a  adsorcibn no especffica de 10s componentes citoplasm6ticos y de l a  
carencia de m6todos adecuados para nsegurar e l  aislamiento de 10s mate - 
xiales de l a s  pamdes c a l d a r e s  l ib res  de l a s  proteinas citoplasn6ti- 
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case En es te  sentido s d l o  ae conoce un m6todo que permite obtener 
preparaci6n de l a s  paredes celulares virtualmente l i b r e  de estos contg 
minantes (extraccibn secuencial de 10s t e  jidos frescos molidos con do- 
deci lsulfato de sodio 1 ,5  % (p/v) seguido de fenol,  6cido ac&tioo, 
agua 2:1:1 (p/v/v)) y es  de publicacidn reciente (Selvendran, 1975 a) .  
La mayoda de 10s trabajos det%llados sobre es te  tema se  han 
realizado sobre t e  jidos relativamente simples como 10s cultivos de cd- 
l u l a s  en suspensibn (ver  Estructura molecular de l a s  paredes celulares, 
pdg. 35). A pesar de que l a  informaci6n obtenida a p a r t i r  de e l l o s  pug 
do sex muy G t i l ,  no puede s e r  usada para efectuar  generalizaciones de- 
bid0 a que 10s cultivos de celulas  y l a s  celulas de 10s vegetalea o r d i  -
narios d i f ieren  en muchas formas. Selvendran (1975 b) propuso entonces 
e l  uso de mdtodos que pennitan e l  aislamiento y caracterizacidn de l a s  
g l i  coprotefnas y de 10s comple j os p o l i s a c k i  dos-proteinas de l a s  pare- 
des celulares  de vegetales supeciores, en l a  forma in6s cercana posible 
a l a s  paredes en e l  estado natural. A tal efecto,  us6 un t e j i do  re la tL 
vajnente simple, homogene o (par6nquirna de semillas maduras) s i n  su j e t a r  -
l o  a l a  deslignifictacibn ya que ee t6  l i b r e  de l ignina.  Bajo eatos as- 
pectos es l o  m&s parecido a1  an&isis  efectuado en nuestro caso sobre 
l a s  semillas de Gleditsia tr iacanthos,  pues s i  se desprecia l a  cor;taml 
nacibn con paredes secundarias provenientes de l a  cubierta,  tanto  e l  
endosperma como e l  embri6n son t e  jidos parenquim&bicos. 
La composicibn en hidratos de carbono de l a  hemicelulosa A, dg 
da en l a  Tabla 27, muestra que es t6  formada por ocho azficares de l o o  
cuales l a  arabinosa, l a  manosa y e l  Acido gdacturdnico son man t i t a t&  
vamente 10s m6s importantes y constituyen e l  73,3 $ del  t o t a l .  Desde 
e l  punto de v i s t a  ae su  composici6n d i f i e re  de l a s  hemicelulosas A ob- 
tenidas de otras  semillas de leguminosas (Tabla 4 )  en l a  ausencia de 
acid0 glucur6nico y e l  bajo contenido de xi losa;  m6.s afin, s u  composi- 
u bn no es  comparable con x i n g h  t i p o  de hemicelulosas A extraidas de 
otros 6rganos vegetales de leguminosas o de o t ras  familiao (ver  Hemice 
lulosas,  page 8; Whistler y Gaillard, 1961; Gaillard, 1965; Burke y 
c o l a ,  1974). 
S i  en funcidn de l o  dicho anteriomente con respecto a l a  indg 
terminacidn de 10s metodos de extracci6n (ver  Po l i s ac~r idos  insoLubles 
en agua, pag.106 ), comparamos l a  composicibn de l a  hemicelulosa A con 




L en l o  que respecta a 10s a l t o s  contenLdos de arabinosa y Acid0 galact5 G6nic0, pero no en cuanto a1 contenido en manosa, constituyente no 
usual de l a s  sustancias pdcticas, y a l a  ausencia de ramnosa. 
Debe destacarse, p o r  otra parte, l a  presencia en cantidades 
signifioativas de un aminoazbcar, l a  glucosmina, que no se ha encon- 
trado nunca, hasta donde l lega nuestro conocimie nto, en hemi celulosas 
o pectinas. 
En l o  que respecta a l a  parte proteica, su composicibn presen- 
I %a l a s  carac teds t icas  generales de l a s  protefnas de reserva de l a s  12 
guminosas, a saber: a l to  contenido de dcidos dicarbodlicos (28,7 $) y 
L 
de mino6cidos bhsicos (14,8 $), prjncipahente l i s i n a  y arginina, y 
do leucina ( 9 , l  5 ) .  Esta composioibn, eomh a l a s  proteinas que acompa 
Ean a 10s galactomananos, muestra s i n  embargo diferencias a1 calcular 
l a  relacidn a/b ( 1 , g )  con l a  de 10s mismos ( 3 , l )  y es notablemente cer  -
cans a l a  de l a s  proteinas de Pisun sativum (1,8, Tabla 7). 
La homogeneidad de l a  hemicelulosa A se determind por distin- 
tos mdtodos: ( a )  electroforesis sobre papel de f ibra  de vidx9-0; (b)  ul_ 
tmcentr i f  ugaci6n; y ( c )  variadas tentativas de f raccionaaiento . 
La determinacidn de l a  homogenei5ad se fro complicada por l a  
insolubilidad en agm del producto. Adem& se observd que tambidn ten- 
&fa a insolubilizarse en meuo a lcd ino .  3s ta  insolubil izat i  bn debe e z  
plicarse por cawas de t i p 0  f i s ico ,  t a l e s  como la asociaci6n molecular, 
y no qdmico, ya que se encontrd que e l  porcentaje de producto insolu- 
ble en un dado medio (KOH LO $) era funcifin del procedimiento de solu- 
bilizacibn (agitacidn manual esporadica o mec6nica continua) hasta t a l  
punto que dichos porcentajes variaban en uno y otro caso del 72-81 $ 
(Tabla 31) a1 2-8 $ (Tabla 32). Esta tendencia a l a  asociacibn molecu- 
l a r  explica tmbien 10s mayores rendimientos de HA encontrados cuando 
se u t i l i za  e l  Frocedjmiento 2 (Tabla 25),  es decir e l  calentamien2;o de 
l a  solucidn y -posterior estabilizacidn antes de proceder a1 fncciona- 
miento en HA, HB y HC. En esta  forma se f a c i l i t a  l a  organizaci6n de 
10s agregados moleculares y por l o  tanto se increments l a  insolutrili- 
dad. For otra parte esta hipdtesis pemite  expUcar e l  hecho de que 
l a s  partes de l a  fraccidn HC que resultaron dializables en 10s inten- 
t o s  de fmccionamiento (ver m6s adelante, p6g. 205 y ApdnSfice, p6g. 
212), no l o  fueron durante l a s  diais is  de neutralizacidn p o r  e s t a r  en 
contacto con moldculas nayores . 
i 
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La precipitacibn de l a  &i durante l a  neutral izad6n de 10s ex- 
t r a c t ~ ~  alcalinos depende, en parte, de l a  protonaci6n de 10s grupos 
carboxilos de manera t a l  de p e d t i r  l a  agregacibn de l a s  cadenas de 
polisacQridos (Rees, 1969). AdemQs, l a  tendencia a l a  asoctscf6n e$ 0 2  
1 
racterfs t ica  de l a s  hemicelulosas A, ya que suelen es ta r  formadas pb5 
polfmeros l ineales (10s &cidos urbnicos s e d a n  l a s  cadenas la te ra les )  
y esto explicarfa su precipitacibn en medio neutro, La asociaubn de 
xiloglucanos, p o r  ejemplo, c o n l a s  f i b r i l l a s  de celulosa es parbe esen 
c ia1 de l a  hipbtesis de Albersheim (ver Estructura molecular, page 35) 
sobre l a  estructura de l a s  paredes primarias de l a s  dicoti~edbneas. En 
general, 10s polisac6ridos clasificados como hemicelulosas de paredes 
celulares (xilanos, araboxilanos , mananos , glucomananos y galactogluce 
mananos) poseen estructuras apropiadas para l a  fomnaci 6n de unioms 
'Mdrbgeno con l a s  cadenas de celulosa (Blake y Richards, 1971 a; Grant 
y col., 1969).. Blake y Richards (1971 b ) ,  trabajando con soluciones 
acuosas de hemicelulosas de diferentes f uentes, orlcontraron evidencias 
sobre l a  agregacibn molecular de 10s polisac6ridos y l a  dependencia de 
l a  asociaci6n, e incluso de 10s cmbios en l a  conformacibn, con l a  
"his tor ia  t6rmicaI1 de l a s  soluciones, E s  notoria l a  influencia de l a  
agregad6n molecular en l a s  propiedades de estos polheros  y en e l  
f raccionamiento de 10s mismos . 
E s  sabido, por otra parte, que e l  fenbmeno de l a  asociaci6n dg 
pende de l a  estructura molecular y que l a  faci l idad de adosamiento, y 
por  ende l a  formacibn de uniones hidrbgeno, varfan con l a  forma de l a  
moLQcula. AS$ mol4culas globdares no se asocian mientras que l a s  li- 
neales tienden a hacerlo. Dentro de l a s  l ineales,  l a  faci l idad de ado- 
smiento depende de 10s impedimentos estericos producidos p o r  10s mayo - 
res o menores porcentajes de cadenas la tera les ,  del tamaiio y estructu- 
r a  de l a s  mismas, 3 de su irsercibn, regular o i rregular ,  sobre e l  es- 
queleto central. La celulosa, p o r  ejemplo, caso lfmite de cadena li- 
neal s i n  impedimentos la tera les ,  es completamente insoluble y foma e s  
nas cr is ta l inas .  En cambio, e l  xiloglucano constituyente de l a s  pare- 
des primarias de cklulas de Acer pseudo~latanus (Bauer y col., 1973) 
s6Lo puede formar una llrdca capa de xiloglucano asociado a l a  superfi- 
cie de l a s  f i b r i l l a s  de celulosa, debido a que l a s  cadenas la te ra les  
de f ucosil-(1-2 )-galactosil-(1-2)-xilosa, aL doblarse sobre e l  lado 
de l a  cadena del glucano no asociado con l a  celulosa, impiden e l  acer- 
camiento de otras mol6culas . 
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geneidad puede afirmarse que, s i  bien tanto l a  e lec t rofores is  como l a  
u l t racent r i f  ugnci6n mostraron l a  presencia de un hxico t i p0  de sustan- 
c ia ,  debe recordarse que es tos  resultados e s t h  limitados en raz6n de 
9 :  (a) l a  muestra analizada puede no representar e l  t o t a l  de HA, ya 
que parte pemnaneci6 imolub le  en e l  solvente (KOII 30 $), s i  no se  ti2 
ne en cuenta e l  fendmeno de asociaci6n antes discutido; ( b )  l a  r e l a t i -  
va apertura de l a  mancha obtenida por e lec t rofores is  parecerfa indicar  
p o l i d i s p e r s i h ;  y ( c )  l a  corrida se efectud en l a  ultracentrffuga d u r g  
t e  31 minutos solamente (ver  Descrjpcidn de 10s resultados obtenidos, 
page 66 ) l o  que impidi6 que e l  pico se separara totalmente del  o r i g e i ~  
Las tenta t ivas  de fraccionamiento merecen un comentario apar- 
t e .  Las primeras se l levaron a cab0 suspendiendo HA en KOH 10 $J (Ta- 
bLas 31 y 32) y separando e l  insoluble cuyo porcentaje, como ya comen- 
t&rmos, depende fundmentalmente del m6todo de solubi l izaci  6n emplea- 
do. Ambas fracciones, soluble (HAl0) e insoluble (q), se analizaroii 
p o r  elec t rofores is  (Figura 23) y en ambos casos se observaron mamhas 
finicas de mo-dlidades parecidas, aunque a1  e s t a r  m 8 s  difundida l a  co- 
rrespondiente a HA10 sugiere una mayor pol idispersi  6n. 
De l a s  Tablas se obtuvieron l a s  siguientes conclusiones: l a s  
Tracciones solubles oontienen m6s protefnas que l a s  insolubles;  10s pg 
deres rotatorios de I-LAlo, aunque varfan en ambos f r a c c i o n ~ i e n t o s  y su 
interprstaci6n se ve oomplicada por l a  presercia de protefnas, son re- 
lativrzmente baj o s  y negatives, l o  que sugiere un predominio de l a  con- 
figuracidn fi- para l a s  uniones glicosfdicas de l a s  unidades de D-hexo - 
sas y D-xilosa y 4- para l a s  de L-arabinosa y L-fucosa; l a  h id r6 l i s i s  
y cromatograffa en papel de ambas fmcciones indic6 l a  misma c omposi- 
cidn y Q s t a  a s u  vez fue semejante a l a  del  product0 s i n  fraccionar;  
10s dosajes de hexmas y 6cidos urdnicos revelaron c i e r t a  variacibn en 
e l  contenido de ambas fracciones. 
Cuando l a s  soluciones de HA10 fueron sometidas a 1  fracciona- 
miento de OtDwyer (separaci6n en hemicelulosas A, B y 0) s 6 l 0  un 43 a 
48 $ (Tabla 32) se recuperd como hemicelulooa A, l o  que proporcion6 
o t r o  ejemplo de l a  ya comentada imprecisidn de e s t a  separacibn. 
! .. En base a es tas  experiencias se e l i g ib  para l a  hemicelulosa A, 
que siempre resu l ta  d i f f c i l  fie pur i f i ca r  por su limitada solubilidad, 
un f raccionamiento m6s detallado, extrayendo HA con soluci ones a lca l i -  
nas de concentraci6n creciente. Se obtuvieron asf l a s  fracciones indi- 
m 
"%adas en l a  Tabla 33. Debe recordarse que gor in forma en quo fuera so 
lubi l izada HA, Qsta  debe prec ip i ta r  cuando sus soluciones a1cal;inas 
son llevadas a neutralidad. E s t o  ocurri.6 con IU15 y HA20, en proporcio 
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que subi6 a un 24 $ para HA20. Las demzs fracciones pemanecieron s o l s  
bles a pH neutro. Las conclusiones obtenidas @Q este f raccionanie~to 
fueron l a s  que se detallan a continuacidn. 
E l  porcentaje de inaterial solubilizado ea funci6n &recta de 
l a  concentraci6n de Alcali usado a t a l  efecto (Xgura 24, A ) ,  a1  igual  
que e l  porcentaje de nitr6geno total. y e l  de glucosamina (Figura 24 ,~ ) .  
Por l o  tanto l a  no existencia de superficies de discontinuidad con reg 
pecto a estas t r e s  propiedades, sefiala l a  homogeneidad de HA (comp81.e- 
se por e jemplo con l a  Figura 24, B) .  
Los  valores de 10s poderes rotatorios indican, como en 10s 
frac&ionamientos previos, un predominio de l a  configuracidn [& para 
l a s  uniones glicosfdicas de l a s  unidades de D-hexosas y D-xLlosa, y d- 
para l a s  de L-arabinosa y It-fucosa. 
La determinacidn de 10s azficares componentes de HA10, HA20 y 
EM30 (Tabla 34) muestra un cuadro cualitativamente similar para l a s  
t r e s  fracciones entre sf y con e l  product0 s i n  fraccionar. En cambio, 
cuaultitativamente 4e observan diferencias considerables: e l  pomentaje 
de arabinosa varfa del 34,2 $ en HA a 51,5 $ en HAz0, y e l  de glucosa- 
mina del 6,5 $ en HA a 22,7 a HA30. Conxiene destacar 10s altos valg 
rea que presenta este minoazficar en todas l a s  fracciones, incluso en 
l a s  de ba jo porcentaje de proteinas y dado que hasta aho- 
ra,no se habfa encontrado en pol i~ac&ridos  de origen vegetal. S in  en- 
bargo, su detecci6n s e d a  algo m l s  explicable, aunque todavfa inusita- 
da por 10s al tos  porcentajes encontrados, s i  suponenos que estamos en 
presencia de glicoprotefnas (ver mbs adelante, p6g. 143). 
Couo conclusidn de 10s estudios de homogeneidad l a  henicelulo- 
sa  A se presenta como una sustancia homogenea pero altamente polidis- 
persa en l o  que mspecta a l a  variaci6n porcentual de 10s azficares corn 
ponentes y de l a  protefna acomparmnte. E s t o  K l t i m o  p e d t e  explicar l a  
variacidn en 10s porcentajes de dtr6geno correspondientes a l a s  dis- 
t i n t  as extracciones (Tabla 26).  Adem6s variaciones tan  inportantes en 
l a  composici6n hacen t o d a d a  m&s imprecisa l a  separacidn entre l a s  he- 
micelulosszs y l a s  sustancias pgcticas, y reafirman l a  creencia de que 
se t r a t a  de una &mica sustancia que se presenta con aspectos cuantita- 
tivanente diferenciales de acuerdo con e l  metodo de trabajo utilizado. 
La h i d r d l i s i s  6cida parcial de l a  hemicelulosa A en condicio- 
nes suaves, especfficas para l a  ruptura de uniones furandsicas, Mo re_ 
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sultados positivos. Debe destacarse que l a  misma se realiz6 en un ais- 
terna bifasico ya que HA es insoluble en e l  medio de Jxidrdlisis; por l o  
tanto, su extensi6n es t6  l in i tada  por f actores de difa'cil control conto 
l a  p,enetmci6n del reactivo en 10s ayregados moleculares, solubiliza- 
ci6n parcial de 10s ~ s i n o s ,  etc. J s t o  e q l i c a r f a  10s ~ n d i m i e n t o s  difg 
rentes obtenidos para l a s  fracciones en l a  hidrdl is is  do rctuestras dis-  
ti 11% as. 
La k i d r b l i s i s  a a f t i c a  se l lev6 a cabo en forma ex'naustiva, 
para l o  cual fue necosaria una serie de hridr6l is is  consecutivas sobre 
l a  m i s ~ a  muestra hasta obtener porcenta jes despreciables de producto 
solubilizado, De 10s resultados se extrajeroxi l a s  sigurientes conclusie 
rles: ( a )  e l  producto insoluble degradado, obtenido con un rendiaexlto 
del 50 $ (Tabla 35),  contenfa a d l o  trazas de arabinosa y por  l o  tanto 
oste monosac6rido est6, presente en e l  producto original principalmente 
en foma de uniones furanbsicas; ( b )  e l  t ra tmiento  completo de hidr6-  
l is is  parecerfa marcar, en foma aproximada, dos etapas: l a  prime ra  dg 
teminn.da p o r  10s L O  minutos in ic ia les  de l a  primera hidrbl is is ,  en 13 
que se observa una rspida solubilizacibr, correspondiente a1 85 $ de l a  
hidrdl is is ,  y l a  segunda donde l s ? ,  solubilizacidn es m&s lenta  y &fi -  
cultosz y corresponde a l a s  h i d r d l i s i s  posteriores. Este resultado in-  
dicarfa l a  presencia de arabinosa en l a s  cadenas la te ra les  y unidades 
terminalea, y tambien formando parte de cadenas pxincipales en l a  vs- 
c i n b d  del &ciao galactur6nico (ver a continuaci6n); ( c )  eatre 10s prg 
ductos de h i d r 6 1 i s i s  se detectaron tambien oligosac&ridos que p o r  su 
comportaniento cromatogr6fico pstrecerfan tener distintos grados de po- 
liiierizaci6n. E s t o  est6 de acuerdo con l a  produccibn, en l a s  W d r b l i -  
sis preliminares, de oligosac6rj-dos que revelaban como pentosas y por 
h i d r d l i s i s  hban arabinosa como & ~ c o  azficar neutro. A s i m i s m o ,  e l  an&- 
l is i  s del producto degradado insoluble de l a  h i  d r b l i s i  s preparativa 
(ve r  a continuacidn) indic6 que l a  h i d r 6 l i s L s  furan6sica no s d l o  l ibe- 
ra arabinosa sin0 tasbien cantidades considerables de 6cido galactur6- 
rdcd, E s t o  comesponderfa a l a  produccidn de oligosac6ridos f ormados 
por estos cios azbcares y a l a  presencia en e l  produoto original do 6ci -
do galacturbnico u ~ d o  a l a  arabimsa, l a  que a su vez tiene uniones 
furandsicas. 
La h i d r 6 l i s i s  parcial r e a l i z  ada en escala weparati= permitid 
separar cuatro fracciones: ( a )  un residuo insoluble, ( b )  una fracci6n 
soluble en agua pero insoluble en presencia de carbornto de bario, ( c )  
una fraccidn soluble en aguc. pero insoluble en etanol 33 96, y ( d) Urn 
fracci6n solable en etanol 33 $. 
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La composicibn de l a s  fracciones a y c (2abla 36) indicd que 
son similares ya que no 8610 contienen 10s mismos azficares (salvo glu- 
~osanina)  , sino que l a s  proporciones de d s t o s  son seme j antes. Las may2 
res diferencias se observan en 10s porcentajes de arabinosa y glucosa. 
Ambos fragmentos contienen cantidades considerables de pmtefna (37,5$ 
y 27,5 % ?  respectivamente). E s t o s  datos sugerirfan que dichos fragaen- 
t o s  no son parte de ma  misma mol6cula y por l o  tanto no fueron separz 
dos entre sf durante l a  bidr6l is is  p o r  l a  ruptura de uniones covalen- 
tes ,  sin0 que prwenddan de moleculas diferentes, del m i s m o  t i p o ,  un& 
das en un complejo molecular por uniones bidr6geno y/o fuerzas e l e c t 2  
t&ti.cas ddbiles, parte de l a s  cuales se solubilizaron en e l  medio de 
h i  d r 6 l i s i s .  
En e l  oaso de l a s  fracciones b, l a  amylia preponderancia de 
arabinosa, galactosa y Qcido galacturdnico (68,O $) en una de e l l a s  y 
arabinosa y dcido galacturdnico ( 6 3 , 6  $) en l a  otra,  m o s t r 6  que l a s  
nismas pueden s e r  definidas estructuralmente oomo fragmentos de l a s  
smtancias p6cticas, y a diferencia de l o  que oourre  con 10s fragmen- 
tos a y c,  se producirfan a p a r t i r  de l a  moldcula o r i g i n a l  fundmental_ 
mente por l a  ruptura de l a s  uniones furandsicas. La presencia de 10s 
mstantes azficares puede s e r  justificada en base a l a s  siguientes razz 
nes: ( a )  para visusl izar  l a  importancia re la t iva  de 10s componentes, 
l a  composici6n porcentual molar (Tabla 36) puede no s e r  l a  me j o r  foma 
de expresar 10s datos obterddos, ya que consider6ndola en foma absolu 
t a  conducen a pesos noleculares aproximados de 15.000, en e l  cual apa- 
recen como significativos azficares que no serfan importantes si  e l  pe- 
s o  molecular fuera mucho menor. S i  suyonemos que l a s  fracciones b co- 
rresponden a 10s oligosac~ridos que en l a s  hidr6l is is  anall t icas reve- 
laban como pentosas y daban p o r  hidrdl is is  arabinosa como &co azdcar 
neutm, e l  hecho de que en l a  crornatograffa se deaplaearan del origen 
sefialada un peso molecular bajo, y p o r  l o  tanto, 10s azficares que es- 
tan en bajo porcentaje se encontradan d is t r ibddos  en molkculas dife- 
rentes; ( b )  gue dichos azdcares no pertenezcan a l a s  fracciones p6cti- 
cas sin0 que apamzcan cono contaminacione~ de pequeiios fragmentos pro 
ducidos y/o solubilizados en e l  rnedio de hidr&lisis, o que acornpayen a 
fracciones proteicas que han sufrido e l  m i s m o  proceso de insolubiliza- 
cidn y posterior solubilizaci6n. 
Si se compara l a  conposicidn de 10s fragmentos a y c con l a  
del product0 original, se obsenra en mbos  casos una disminucibn de 
arabinosa, Qcido galacturdnico y gluoosamina. Como 10s valores de l a  
Tabla corresponden a pomenta jcs relatives, l a  disminucidn del conte- 
n i d o  cn estos azficares (47 ,S  $ y 27 ,g  5 para a y c r e spec t ivam~te )  




debe e s t a r  compensada por un aumento re la t ivo  del m i s m o  orden para 10s 
restantes:  e s te  e s  e l  caso de l a  fucosa y l a  galactosa en e l  fragment0 
a, mientras que l a  x i losa  ha experimentado una h i d r b l i s i s  del  30 5. La 
relacidn molar de 10s azhcares hidrolizados de &cho fragment0 es  de 
1:2:4:8 (xilosa:gluoos&na:6cido galactur6nico:arabinosa). Paralela- 
mente se observa un aumento re la t ivo  de manosa y glucosa que alcaraa a 
un exceso del  82 $ y a cas i  e l  300 $ respeo-t-ivamente. 
S i  se apl ica e l  m i s m o  razonamiento a1  f r a p e n t o  c ,  se observa 
que l a  galactosa no v a d a  y que disncinuyen arabinosa, fucosa, xi losa,  
Acido galactur6nico y gluoosamina en una relaci6n molar aproxinada de 
. 13:1:2:11:4. En cambio l a  manosa y l a  glucosil aumentaron nuevamente 
' por encima del  va lo r  es3erado. Nuevamente, como l a  relacidn molar de 
h 10s azficares hidrolizados en 10s dos casos son parecidas, se confirma- 6, r f a  que 10s fragnentos liberados son similares. 
L 
L 
IT La relaci6n molar de 10s monosac~ri doa parcialmente hidroliza- 
dos en 10s residuos son para e l  fragment0 a, 1:l:l (arabinosa;xilosa: 
6cido g a l a c t u r b ~ o o )  y para e l  fmgmento c ,  apro-ximadamente 11:6:3:1:1 
(arabinosa:&cido ga~actur6nico:xi~osa:g~ucosamina:fucosa) S i  conside- 
ramos l a  composicidn molar de l a s  fracciones b (Tabla 36), vemos que 
l a  relaci6n ambinosa: Acid0 galacturdnico es  en b ( t .a .  ) de 2 y en b 
(60 C)  de 1 y en consecuencia cormsponde respectivamente a l o  que se  
'hridroliza de a y c ,  junto con gluoosanina y xilosa,  ya que dicha rela-  
ci6n e s  en esos residuos de 1 y 2. (en e l  producto de part ida (HA) es 
de 1 ,5 ) .  
Debe recordarse que , dada l a  pol i  dispersidad que marxifiestan 
estos productos, 10s resultadcs de l a  Tabla 36 deben s e r  considerados 
como promedio y por l o  tanto  l a s  deducciones obtenidas a part-ir de 
el loa  t ienen carActer estadist ico.  
La fraccidn d, soluble en etanol 33 $, es t a  c o n s t i t d d a  por 
arabinosa g s61o t razas  de x i losa  y galactosa. Adem& e l  a a i s i s  de 
e s t a  fraccidn por pasaje a traves de Sephadex G-25 permit96 descarbar 
l a  presencia de framentos de mayor peso molecular, tanto disacBridos 
como oligosacBridos mayores. S i  bien l a s  t razas  de xi losa y galactosa 
pueden deberse a h id rd l i s i s  no especificas,  l a  h id r6 l i s i s  masiva de a- 
rabinosa solanente puede tener  dos explicacioms: ( a )  parbe de l a  mold 
cula e s t6  c o n s t i t d d a  por un arabano con uniones ftrranbsicas; (b )  I n s  
moldculas de arabinosa bidrolizadas perbenecen a cadenas cortas o ex- 
tremos no reductores de cadenas unjdas furan6sicmente a1  resto de l a  
moldcula. Un e j emplo de es te  cas o l o  encontraslos en-el  arabinogalac-b6no 
extrafdo de harina desprotcneizada de cotiledones de soya  s spin all y 
o o l . ,  1967) que posee una cadena principal  de $-(14 4)-D-gdactopir; 
I  - - 




nosa con ramificaciones en 0 ~ 3  de &isac6~dos de arabinofuranooa. De 
l a  misma harina se extrajo tanbidn un a raban~,  e jemplo del primer caso, 
con una estructura altamente raaificada que contiene residuos arabino- 
f m n 6 s i c o s  con un;iones (1-5)-  Y (1-i53)-. 
Los  resultados obtexidos por  oxidacidn con periodato de l a  he- 
miceluLosa A indicaron t r e s  hechos importantes: ( a )  l a  glucosa no ss 
oxida; esto puede explicarse suponiendo una cadena l inea l  con uniones 
( 1-3 - o una cadena l inea l  o ramificada con uniones (17-52)- o (1M)- 
siempre que cada uno de 10s r e s i d u o s  l leve una sustituoidn t a l  que i m -  
pida l a  oxidacibn. La resistencia a l a  oxidacidn hace poco probabke l a  
existencia de uniones ( -6)- ,  a menos que hubiera uniones (L-33)- So- 
bre l a  misma unidad; ( b )  l o s  restantes azficares neutros (arabinosa, f& 
cosa, xilosa, manosa y g;zlactosa) y l a  glucosamina son pr6cticamente 
destrddos,  l o  que indica que sus uniones no son (1-3)- n i  que l ac  
unidades son puntos importantes de ram;ificaci6n, salvo que l a s  uniones 
Sean (1-6)-; ( c )  e l  65 a 75 $ del Bcido galacturdnico es destrufdo, 
con l o  que puede suponerse una cadena l inea l  con dos t ipos de uniones, 
una de e l l a s  (25  a 35 $) de (1-3)-, o una cadena l inea l  s i n  uniones 
( 1 - 3 ) -  pero sustitufda en l a s  unidades no oxidadas. Respecto de es ta  1 
sustitucidn cabe recordar que e l  6cido galactur6nico no liberado en l a  
h i d r 6 l i s i s  furanbsica, es totalrilente destrufdo en l a  oxidacidn con pe- 
riodato (ver a continuacidn), l o  que sugerirfa que dichas unidades se 
encuentran sustituf das en e l  polisac6ri do ofiginal, posiblemente p o r  
uni dades arabinof uranos$licas . 
Por oxidaci6n incompleta con periodato de l a  hemicelulosa A dg 
gradada por h i d r d l i s i s  6cida parcial (fraccibn a ) ,  se o b t w o  un consu- 
mo de periodato de 2,3 por mol  de &cido fbmico producido. Como cada 
m o l  de Bcido f6rmico producido implica e l  uso de 2 moles de periodato 
en l a  oxidaci6n de una "funci6n gl icerolu  proveniente de una unidad re_ 
ductora terminal o de una anhidro hexosa unida ( 1 - 6 ) -  no s u s t i t d d a s p  
es evidente que l a  mayor parte de l a s  unidades oxidadas son de eate t L  
po y s d l o  una pequefia parte del periodato se ha consumido en oxidar 
1,2-glicoles. 
E l  an&isis de l a  composicidn en monosac&ridos de l a s  fraccio- 
ncs soluble e insoluble de es ta  oxidacibn indic6 que, a pesar de l a s  
d l f  erencias c u d i  y cuantitativas , no pue den consi derarse como f ragme2 
t o s  de una sola molecula separados p o r  l a  secuencia de reacciones, si- 
no partes del mismo complejo molecular, algunas de l a s  cunles ae SOU- 
bilizaron t a l  como se observara durante l a  h i d r 6 l i s i s  furan6sica. Es 
de n o t a r  g u ~  e n  ambos casos  10s f r a g a e n t o s  i n s o l u b l e s  con t i enen  mds 
2 I 
gluoosa  y & ~ o S  Qcido g a l a c t u r 6 n i c o  y/o a r a b i n - 3  m e  10s r e s p e c t i v o s  
s o l u b l e s .  
S i  b i e n  no e s  p o s i b l e  afimnar s i  l a  producci6n de Acid0 f 6 m i -  
20  f u e  t o t a l ,  10s v a l o r e s  obtenidos ,  abn suponiendo que s o n  d n i m o s  y 
lue provienen de unidades t e m i n a l e s  no r e d u c t o r a s ,  corresponden a ca- 
3enas l i n e a l e s  muy corbas (ocho o menos unidades)  supos ic i6n  c o n s i s t e q  
be con 10s r e s u l t a d o s  obtenidos  e n  l a  d e t e m i n a c i 6 n  d e l  "grado de pol& 
mer izac i6nt i  de l a s  f r a c c i o n e s ,  o a o s t r u c t u r a s  muy r m i f i o a d a s ,  
Cuando ambas f r a c c i o n e s  s e  seoxidaron,  s e  enoontr6 que e n  l a  
&nsolub le  l a  oxidac idn  s e  h i z o  a expensas de grupos 1 ,2 -g l i co les ,  m i e g  
f r a s  gue e n  l a  s o l u b l e ,  como 2 moles de p e r j o d a t o  oxidan a 2,2-2,4 uni  -
dades anhidro  promedio con produccidn de 1 mol de ac id0  f6rrrric0, e l  pg 
r i o d a t o  s e  u t i l i z 6  p x i n c i p a h e n t e  e n  l a  produccidn de Qcido f6mLco  y 
p o r  l o  t a n t o  l a  olddaci6n  s e  l l e v 6  a cab0 sobre  l a s  W d a d e s  t e m i n a -  
l e s ,  
S i  s e  compara l a  composici6n i n i c i a l  con e l  oxidaao i n s o l u b l e  
velnos que 10s azficares oxidados son, e n  orden dec rec ien te ,  a rab inosa ,  
a l o s a ,  h i d o  g a l a c t u r d n i c o  y manosa. Dado que en  l a  p o s t e r i o r  oxida- 
c i 6 n  no se produce &ciao  fbrmico, s e  supone que 10s t e m i n a l e s  ile cad% 
na s e  han oxidado en  e s t a  e t a p a  y que algunos de e s t o s  azficares s o n  
10s que forman dichos t e r m i n a l e s  de cadena. En e l  caso d e l  oxidado so- 
l u b l e ,  so  o b s e m a  que s a l v o  una pequeEa drisninuci6n de a rab inosa  y 6cL 
do g a l a c t u r 6 n i c 0 ,  10s p o r c e n t a j  e s  no s e  a l t e r a n  sus tanc iabnen te ,  l o  
que . i n d i c a  que l a  oxidac ibn  ha s i d o  r e l a t i v a n e n t e  pare ja. La oxidac i6n  
p o s t s r i o r  s e  produce a expensas de 10s temciY122les de cadena. 
Debe d e s t a c a r s e  que e n  todo e s t e  r a z o m i e n t o  hemos supues to  
k 4 ,  gue,  de acuerdo con l a  produccibn de Qcido f 6 m i c o  en  l a  pr imera p a r t e  
de l a  oxidaci6n,  s e  telu'an cadenas c o r t a s  (m6ximo de ocho unidades).  
X s t e  concepto se acentfia si, de acuerdo a 10s r e s u l t a d o s  de l a  segunda 
I p a r t e  de l a  oxidacidn,  suponemos que dicho a c i d 0  f 6 m i c o  fue  producido 





r- . La hemicelulosz B e s ,  de acuerdo con l a  dafiYrici6n c lAsica ,  
I .  
a q u e l l a  hemicelulosa s o l u b l e  e n  agua pe ro  i n s o l u b l e  en e t a n o l  75 $. Cg 
mo ya s e  coaen ta ra  en  l a  d i s c u s i d n  sobre  l a s  vhemicelulosas  a i s l a d a s " ,  
e s t a  d e f i n i c i 6 n  o p e r a t i v a  no ~ u e d e  s e r  i n t e m r e t a d a  e n  t d d n o s  e s t r u c  
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tu ra les  debido a que l a  solubilidad o insolubilidad de una fracoi6n en  
sistemas como e l  estudiado (ver  Hemicelulosa A ,  p6g. 120) ,  es  funcidn 
ae l a s  interacciones con o t r o s  solutos, en una soluci6n9 u otros coa- 
ponentes, en e l  estado s6Udo. 
E l  anBlisis de 10s monosac~ridos, co~pon.entes do l a s  hemicelu- 
losas  B provenientes de extracciones &istintas d i o  resultados equiva- 
l en t e s ,  y para e l  estudio pos ter ior  se e l i g i 6  untz de e l l a s  como repre- 
senta t iva  de l a  hemicelulosa R de semillas de Gleditsia triacantlios. 
La composicidn en monosac~xidos e s t6  dada en l a  Tabla 27. A 
diferencia de l a s  otras composiciones presentadas en es te  trabajo,  l a  
de l a  hemicelulosa B no se  determind experimental-mente sino que ae ca;L 
cuL6 a p a r t i r  de l a s  composiciones de l a s  subfracciones " l ineal" ,  'Ira- 
xif icada" e insoluble qua l a  oompomn y en l a s  que fue pos teeomente  
separada (ver  m&s adelante). S i  bien 10s valores de e s t a  composici6n 
e s t h  af ectados de o ie r to  er ror ,  l a  comparacidn oon l a s  composiciones 
de l aa  hemicelulosas A y C es posible. De e l l a  surge que, desde e l  pug 
t o  ds v i s t a  semic~;~anti tat ivo,  l a s  t r e s  fracciones contienen 10s mismos 
azficares , predominan arabinosa y manosa y poseen pequefias carltidades 
de glucosa; a trav6s de es tas  composiciones no se pueden vieual izar  
forenciaa estructurales  entre l a s  f racci  ones. 
Las heaicelulosas B de l a s  sen i l l as  fie o t ra  leguminosa, Vicia -* 
faba, fue estudiada por Kawamura y Warasaki (1958), pero s610 infoma-- 
-
r o ~  l a  composicidn cua l i t a t iva  de un product0 no fraccionado (Tabla 4). 
Laa semillas de Stylosanthes humilis  (pang Way y rtichards, 1971) pre- 
sentan un contenido en hemicelulosa B del 3,8 $, CUYO porcentaje de 
azdcares nsutros es del  74 $ (rmnosa 2 $, arabinosa 14 $, ~ l o s a  45 5, 
manosa 1 $, galactosa 4 $ y glucosa 7 6) y e l  Qcido ur6nic0, aunque no 
se  estudi6 en l a  semilla, fue identificado en otras  partes del vegetal  
como 4-O-metil-glucurbnico. Para poder comparar nuestra hemicelulosa B 
con l a  de e s t a  sen i l l a ,  es  necesario t ener  en cuenta e l  contenido de 
sustancias pdcticas (5,9 5 )  de l a s  mismas que fueron extraidas previa- 
mente. Estas sustancias pecticas contienen solamelite un 17 $ de azfica- 
r e s  neutros (ramnosa 1 $, arabinosa 13 $, xi losa  1 $ y gdac tosa  2 $) 
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N. un 40 5 de proteinas asociadas, siendo e l  r e s t o  &id0 galactur6nico. 
>ado que nuestro product0 fue extrafdo directamente con Qlcalri s i n  e l  
aislamiento previo de l a s  sustancias pecticas, para l a  comparacidn con 
e l  de l a s  semillas de Stylosanthes h m i l i s  debe conslderarse entonces 
e l  promedio pesado de l a s  dos fracciones (heinicelulosa B y sustancias 
pecticas) aisladas de l a s  mismas. Este promedio d i o ,  para 10s aeficares 
neutros, 10s siguientes porcentajes (moles $) : raslnosa 3 %, arabinosa 
\--. 35 $, xilosa 49 $s manosa 1 $, galactosa 6 $,y glucosa 6 5. 
- 
5 Las diferencias entre l a s  dos composiciones son n o t o ~ a s .  E l  
54 porcentaje m&s elevado de arabinosa que de Idlosa, l a s  a l t a s  cantida- F 
- des de manosa, l a  presencia de glucosamina y e l  cuadro general indican 
sistemas diferentes. E s t o  est6 de acuerdo con e l  hecho de que, si  bien 
l a  Stylosanthes imai.lis es una leguminosa, l a  composicidn en poUsac6- 
rides de sus semillas debe s e r  diat inta a l a s  c3.e Gledi-tsia triacanthoz, 
ya que, por ejemplo, no se almacenan galactomananos en s u  albumen; por  
otra partie, como l a s  semillas fueron sometidas a l a  deslignificacidn 
(c lo r i to  de sodio-6cido acetido a 75 C )  antes de extraer l a s  hemicelu- 
losas,  es  posible que se produzcan (ver  Extracci6n alcalina, p&g. 44) 
variaciones en e l  contenido de 10s polisac6ridos o en su composicidn 
luego de es te  tratamiento. 
En l a  Tabla 28 se da l a  composicidn en asninoAcidos que, como 
en e l  caso de 10s hidratos de carbono, no se determind experimerrt;alme_n 
t e  sin0 que se calcul6 como un promedio pesado de l a s  composiciones de 
l a s  fracciones componentes (Tabla 43). Cuando s e  compara esta composi- 
cibn con l a  de l a s  hemicelulosas A y C se ve que cualitativamente son 
seme j antes aunque cuantitativamente se advj_erte una diferencia aprecig 
ble en 10s porcentqjes de amino6cidos dicarboxflicos. En es te  caso 11% 
gan a1 51 $ contra e l  29 a 34 $ en HA y HC debido a1 increment0 de 6cL 
do glut&nico que pasa de aproldmadanente e l  20 $ en KA y HG a1 43 en 
HB, y que en dos de l a s  fracciones componentes de esta &tima constitu -
yen m6s del 50 % de 10s amino&cidos tota les  (Tabla .43). Entre 10s ami- 
noacidos bAsicos, l a  arginina aumenta levemente su porcentaje de 8,9 $ 
(HA) y 7,O $ (HC)  a 1 2 , 6  $, nkentras que 10s demBs disminuyen propor- 
ciondlmente. S i  examAmos l a s  componiciones en azninoacidos de otras 
fracciones, encontranos una similitud acentuada, sobre t odo  en l o  que 
respects a 10s porcentajes de &ciao glut6mico y arginina y comiguien- 
temente l a  reLacidn a h ,  con l a s  proteinas asociadas a l a s  sustancias 
pdcticas . 
Como es sabido, usualmente l a  hemicelulosa B es una mezcla cog 
pleja de varios polheros.  En nuestrb aaso, l a  electroforesis sobre pg 
pel de f i b r a  de vidr io  en h id rbx ido  de potasio 30 $ most r6  dos man- 
chas difusas, urm de l a s  cuales no se desplazaba de l  origen. 
Antes de estudiar es ta  heterogeneidad se intent6 "pur5ficarI1 
l a  9 3  sometiendola a3 esquema cl6sio.o de separacidn de l a s  hemicelulo- 
sas. De acuerdo con 10s resultados (Tabla 40) un 6 a 1 2  $ (q) de l a  
muestra, insoluble a pH 5, debera'a s e r  reclasificada como HA, mientras 
que un 36,6 % de l a  misma ( l B 4 ) ,  soluble en ef an01 75 $, corresponde- 
r f a  a l a  HC. E s t o s  resultados mmarcan l o  indicado en l a  d i scu~idn  so-  
bre l a s  ~lhemicelulosas aisladas" respect o de l a  irreproducibilidad de 
10s valores obtenidos en e l  fraccionmiento de l a s  hemicelulosas en HA 
Y i3B* 
A 1  s e r  hidrolizadas todas laa fracciones dLeron productos siLvi - 
l a r e s  a 10s obtenidos con l a  ID3 original aun cuando se not6 en HB3 una 
mayor proporcidn de hexosas y dcido gdacturdnico. Esta fracci6n fue 
analizada con l a  ultracentm'fuga a cuatro concentraciones dist intas,  
obterd6ndose en t o d o s  10s casos picos h i c o s  con valores del coeficiez 
t e  de sedimentacidn (S201w) de': 1,63 S ( c  0,35), 1,47 S ( c  0,5),  1,48 
S ( c  0,7) y 1,39 S ( c  1 , O )  (Figura 32).  La extrapolaci6n a diluci6n i g  
f irr i ta  d i o  un de 1 , 8  x 1 0 " ~ ~ .  Debe destacarse l a  goca variacibr. 
de 10s coeficientes con l a  concentracidn ya que variando l a  cormentra- 
cidn en un factor  de 3 dicho coeficiente s d l o  varfa en un 1 5  $(cercano 
a1 e r ror  del metodo).  Este comport;amiento s u g i r i 6  l a  presencia de es- 
tructuras ramificadas. Por otra parte cabe recalcar que cuando l a  f r ag  
cidn (ver mds arr iba)  fue sometida a l a  ~iLtracentrifugaoi6n no se 
detect6 l a  f omnaci6n de ningfin pico, comport;amiento coincidente oon e l  
de JIG (ver Xemicelulosa C ,  pAg.136) y que fue explicada en ambos casos 
p o r  e l  bajo peso molecular de 10s componentes. 
La Tabla 40 muestra asimismo que todas l a s  fracciones contie- 
nen protefnas en porcentajes que v a d a n  del 1 1 , 9  gb (HB1) a1 71,9 % 
(HB2) s i n  seguir una secuencia definida. Los poderes rotatol ios negat& 
vos indicaron un pm don i n i o  de l a  configuraci6n (? -D, resultado coincl 
dente con e l  obtenido por l a  precipitaci6n con 5odo que se discute a 
c onti nuaci 6n. 
Gaillard (1961) encontr6 que es  posible separar 10s heteroxilg 
nos y glucanos l ineales de 10s polfmeros ramifioados de l a  HB, por si- 
solucidn de l a  mzcla  en m a  soluci6n concentrada de cloruro de calcio 
y precipitacidn de 10s polimeros l ineales con una soluci6n de iodo-io- 
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duro de po tas io .  Los p o l h e r o s  ramif ioados s e  m c u p e r a n  d e l  sobrenadas  
t e .  
Cuando HB f u e  suspendida e n  una s o l u c i d n  c o w e n t r a d a  de c lo ru -  
r o  de c a l c i o ,  qued6 un  r e s i d u o  i n s o l u b l e  (q) que s e  separ6 ,  y a1 
a g r e g a r  a1 sobrenadante l a  ao luc i6n  de i o d o  s e  f o m 6  rgpidmaente un 
p r e c i p i t a d o  marrdn oscuro c o n s t i t u f d o  (Tabla  41) pox e l  17 a 2.'. $ de3. 
m a t e r i a l  recuperado, mien t ras  que e l  r e s t a n t e  79 a 83 $ p e m a n e c i 6  en  
so luc i6n .  Debe hace r se  n o t a r  que e l  53 $ d e l  p r $ , . ~ n c t o  CEsuelto no fue 
recuperado ya gue s e  p e r d l 6  p o r  p a s a j e  a t r a v e s  de l a  b o l s a  de d i & l i -  
sis ( v e r  P a r t e  Ex-pelimental, pdg. 204 ) . E s t a  pdrdida p o r  di&isis de un 
m a t e r i a l  previamente d i a l i z a d o  durante  6 d a s  e s  una cons tan te  que s e  
r e p i t e  a l o  l a r g o  de t o d o  e l  t r a b a j o  ( v e r  Hemicelulosa C,  pAg.135 1. En 
e a t e  caso  e s  probable que e l  c l o r u r o  de o a l c i o  haya e j e r c i d o  no s 6 l o  
una a c c i 6 n  e s p e c f f i c a  e n  l a  formacibn d e l  p m c i p i t a d o  con  iodo  (Gould 
y col . ,  1971; G a i l l a r d  y Bai ley ,  1966; v e r  m a s  a d e l a n t e ) ,  s i n o  que t a r n _  
biAn, a traves d e l  e levado aumento de l a  f u e r z a  i b n i c a  d e l  medio, haya 
producido una a p e r t u r a  de 10s agregados moleculares  formados p o r  fmg- 
mentos d e l  s o l u t o  de b a j o  peso molecular ,  f a c i l i t a n d o  as5 s u  d i a s i s .  
Como e s  sabido  10s p r e c i p i t a d o s  con i o d o  s e  producen con p o l i -  
Sac6r idos  l i n e a l e s  o poco raraif icados que tengan secuenciaa de p o r  l o  
menos tres r e s i d u o s  de g lucosa ,  glucosamina, maliosa o x i l c s a  unj- do^ 
f i - ( 1 4 ) -  ( G a i l l a r d  y Bai ley ,  1966; G a i l l n r d  y ool. ,  1969). En nues- 
t r o  caso  s e  produjo  u n  p r e c i p i t a d o  marrdn y no azu l ,  f e n h e n o  qke ha 
s i d o  obsevvado a menudo e n  o t r o s  p c l i s a c ~ r 5 . d o s  ( G a i l l a r d  aT S a i l e y ,  
1966) ,  y t en iendo  e n  c m n t a  10s complejos de iodo  con & l o s a  y dex t r i -  
nas ,  pockfa s e r  adjudicado a l a  p r e s e n c i a  de cadenas c o d a s .  En e s t e  
s e n t i d o  s e  conoce que las  c e l o d e x t r i n a s  de grado de pol imer izac j  6n 2 a 
6 ,  mal todex t r inas  de grado de po l imer izac i6n  2 a 8 y l a s  @-(1-4)- xi- 
l o d e x t r i n a s  de grado de pol imer izac i6n  2 a 4 no reacc ionan,  mien t ras  
que l a s  a-(1-4)-xilodextrinas de grndo de po l imer izac idn  5 6 6 dan 
p r e c i p i t a d o  marrbn. 
P o r  s i m i l i t u d  con l a  es"r;uctura d e l  compLe j o  de iodo  con a;mjlg 
s a ,  s e  ha t r a t a d o  de e x p l i c a r   ailla lard y col . ,  1969) l a  e s t r u c t l r r a  
d e l  p r e c i p i t a d o  suponiendo l a  e x i s t e n c i a  de i n t e r a c c i o n e s  d i p o l a r e s  e n  
t r e  10s grupos h i d r o x i l o s ,  iodo,  i o d u r o  y posiblemente tam&i8n e l  cal- 
c i o  s i  e l  p o l i s a c 6 r i d o  con uniones />-(1+4)- pud ie ra  disponerse en 
forma h e l i c o i d a l .  Conociendo las propiedades confomac iona les  de l a s  
s e r i e s  f i - ,  e s  m 6 s  probable un mecanisino an e l  que, p o r  complejamiento 
I e n t r e  10s i o n e s  d i v a l e n t e s  y 10s grupos - lxidroxilos de ti-arias mol8culaa 
de pol.isac&ridoa, s e  forme una e s t r u c t u r a  t u b u l a r  capaz de c;n'tel'ler 
l a s  secuenc ias  de h t q ~ a o s  d~ +odq: La d d b i l  ttcta3L.Lidad q L m i c a  de ees- 
- -c - . . I 
I 
tos  complejos es oonsistente con cualquiera de l a s  dos suposiciones. 
GoUd y col. (1971) propwieron un meoanismo m6s verosf.mil que 
tiene en cuenta l a s  propiedades conformacionales de 10s polisacQfidos 
de l a  serie fi-(14)- y s u  oonocida tendencia a l a  agregacibn. Supone 
que l a s  cadenas extendidas del polisa68rido se apilan con l a s  auperfi- 
cries apolares en contacto y 10s iones o moldc~ilas pequeflas formadan 
capas entre l a s  mismas; e l  color se desarrolla p o r  interaccibn entre 
l a s  molc?culas de iodo y quiz&s tmbibn de 10s anriones dentro de esas 
capas. En este uodelo l a  preaencia de protefna podrfa producir l a  iIlh3: 
bicibia, no en funcidn de su por~enta je ,  sino de s u  posici6n y forma de 
zanera t a l  de a l t e ra r  l a  formacidn del cmplejo. 
E l  an6lisis  de l a s  fracciones comple jables (EBIL) y no comple- 
jables (KBri) indicado en l a s  Tablas 41 y 42, muestra que ambas f rac- 
ciones contienen 10s nismos azficares y est6n acompfiadas de protefna, . 
aunque contrarimente a l o  esperado, e l  contenido de dsta es mayor en 
e l  producto precipitable. 
De 10s cuatro monosac&ridos que pueden s e r  responsables de l a  
formaci6n del complo jo (gluoosa, glucosamina, manosa o xilosa),  e l  p& 
mero se encuentra en porcentajes m u y  pequeEos, l a  manosa y l a  xilosa 
aparecen en proporciones aproximadmente del doble en e l  producto s o l s  
ble y solauente l a  glucosamina esta en mayor proporcidn en e l  producto 
precipit  able. 
For otra parte, s i  se conpara l a  composic';i6n de l a s  fraociones 
ll l inealesH y ttramificadasgs con sus equivalentes extra1 das de o t r o s  br- 
ganos vegetales de leguminosas (Gaillard, 1965),  se encuentran diferez 
cias notables 3;a que l a  hemicelulosa E l i n e a l  de t a l l o s  de T r i f o l i u m  
pratense, Drledicago sat iva y Glycine lnax parecerfa e s t a r  oompuesta por 
l a  ~ e z c l a  de un glucano y un arabinoxilano, y l a  m i f i o a d a  contiene 
cantidades notables de arabinosa, galactosa y &ciao ur6nic0, y menor 
proporcidn de xilosa. En nuestro caso l a  fracoidn l i n e a l  est6 compues-- 
-i-a por un 57,l  de arabinosa y xilosa y contiene, a diferencia de 10s 
casos antes citados, m & s  arabinosa que xilosa junto con porcentajes 
considerables (7,3 a 9 , l  $ c/u) de fucosa, manosa, gdactosa,  &ciao gg 
lactr-lrbrrico y glucosamina. La f racci6n ramificada contiene cinco azficg 
r e S  en proporciones importantes : arabinosa, xilosa, manosa, galactosa 
y Bci do gaJ.acturdnico (90,3 5 del t o t a l )  y nenores proporciones de gig 
cosamina, glucosa y fucosa. E s  de notar que anbas fracciones muestran 
una compoaicidn cualitativamente similar y sometidas a l a  ultracentri- 
fugacibn, dieron picos finicos y coeficientes de sedimentacibn de 1,39 
y 1,24 x 10 -I3 respectivamente ( c  0,8), l o  que indic6 un tsmaSio molecg 
lar del m i s m o  orden y pr6ximo a1 de HB3. En cambio l a  fraccidn insolu- 
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ble en l a  solucilin concentrada de cLoruro de caloio (i3B-j.) most rd  una 
7 
composioi6n t m t o  en ~idu)atos de Garbono cdltio en amino&cidos muy drife- 
rentes de l a s  l ineales y ramificadas: e l  polisau8zi.do es estructural- 
mente interpretable como un f ucoarabano, iddntioo a1 aislado por  frat- 
ciona,miento de l a  hemicelulosa C (ver HC1, Tabla 48), con una relacidn 
molar arabinosa: fucosa de 5,6:1, aunque en este caso por contener una 
menor proporcibn, salvo gluoosamina, de 10s demss monosacdridos ( ~ 2 ~ 3 %  
frente a1 25,9 $ en HC1) resulta me j o r  definido; l a  protefna asociada 
a l a  misma es del t i p 0  de l a  enoontrada para l a s  'hemicelulosas A y C. 
Nuestroa resultados, en general, conouerdan m & s  con 10s obte* 
I 
. dos por  Morzo y col. (1976) con hipocotilos de Lupinus an~us t i fo l ius .  
La hemicelulosa B se fraccionb en un polisacBrido l i n e a l  oon uniones 
(1-4)- y un heteroglicano B altamente ramificado; e l  a n m s i s  mos t rd  
, que e l  polisac6rido precipitado oon i o d o  estaba formado por dos frac- 
ciones, una dispersa pero no disuelta en cloruro de calcio y otra frac 
oi6n soluble en ese nedio. La composici6n en monosac6ridos de l a  frac- 
cidn l inea l  l l t o t a l u ,  a pesar de contener oantidases sigr;ificztivas de 
galactosa, es  a f e r e n t e  de l a  encontrada para pastos y legumlsres (Gai- 
l l a rd ,  1965) que mencion6raaos antes: e l  88 $ del t o t a l  de 10s monosa- 
cfiridos es arabinosa. Estas diferencias fueron explicadas considerando 
que 10s hipocotilos contienen principalmente pared primaria, mientras 
que on 10s casos citados, exis te  1un d t o  grado de engrosamiento secun- 
dario (ver Paredes celulares de vegetales superiores, p8g. 30.). Cons& 
deraciones anaogas pueden tambien s e r  hechas en nuestro caso. La hem: 
celulosa B ramificada de Lupinus anffustifolius presenta una composi- 
cibn similar a l a  cle o t r o s  vegetales, con excepcidn de l a  manosa que 
pmviene del poLisacQri do estrechamente asociado con l a s  microfibx5- 
l l a s  de celulosa. E s t o s  polfmeros de manosa requjeren p o r  l o  general 
tratamientos con b i d r d x i d o  de potasio 24 $ para poder se r  extrafdos 
( ~ o n r o  y col., 1975; Gaillard y Bailey, 1968) y con t o d o  algo de mano- 
s a  permanece en l a  fracoi6n celuldsica insoluble. A este respecto cabe 
recordar que en nuestro caso i n  extmcci6n acuosa previa a l a  aloalina 
no eLimin6 e l  manano o 10s galactomananos de menor contenido en galac- 
tosa (ver Polisac6ridos solubles en agua, p8g.101). TambiQn para es ta  
fracci6n sobresalen 10s al tos  porcentajes de arabinosa y l a  casi ause2 
c i a  de gdactosa. En cuanto a l a  parte de l a  fracci6n l inea l  insoluble 
en cloruro de calcio, e s t s  enrjqueoida en g~ilactosa y arabinosa y su 
insolubilidad serfa debida, a.l menos parcialmente, a l a  interacci6n do 
10s polfmeros en soluci6n ya que l a  presencia de urea 7 M en l a  so lu -  
cibn de oloruro de calcio prevtene t a l  seprtraci6n. 
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Finalmente, s i  bien l a  separacidn ha producido en nuestro caso 
fracciones de diferente composici6n cuanti tat iva,  l a  comparacidn con 
l a s  de l a s  'hemicelulosas A y C y l a s  obtenidas a p a r t i r  de l a s  mismas, 
s w e r e  que no estamos en presencia de un fraccionamiento neto entre 
10s polfmeros l inea les  y ramificados, sino que han precipjtado aque- 
l l a s  mol6culas enriquecidas en es tmcturas  adecuadas para una i n t e r r e _  
l ac idn  con e l  iodo. De acuerdo con e l  a n u s i s  presentado anteriormen- 
t e ,  l a  estructura responsable de l a  preoipitaci6n s e d a n  l a s  cadenas 
de glucosamina que tendrian uniones fi-(1+4)-. En es te  sentido, puede 
reoordarse que en  e l  fraccionamiento de l a  hemicelulosa A en  nedio al-  
calino, l a  solubilidad ms u l t  6 irmersamente proporoi onal a 1  contenido 
en gluoosandna (Figurn 24, A ) .  Adelods si l o  indioado es c ie r to ,  l a s  cg  
denas de gluoosmina aunque no pueden s e r  demasiado largas  por e l  oo- 
l o r  del precipitado, tampoco pueden s e r  menores de 4 6 5 unidades. 
E E M I C E L U L O S A  C 
E l  procedimiento de diAlisis aplicado para neutral izar  10s ex- 
t rac tos  alcalinos ds l a s  h e m i c e l ~ o s a s  pos ib j l i td ,  coloo ya s e  indicara,  
e l  estudio de l a  fracci6n de hemicelulosa C "no dializablell de l a s  se- 
millas de Gleditsia tr;iacanthos. 
Las propiedades de e s t a  hemicelulosa C (Tabla 44) nosl;raron 
c laras  diferencias con l a s  obtenidas de otras  especies. Asf por ejem- 
p l o ,  l a  HC de pastos de Paa icum maximun y Heteropogon contortus y de 
l a s  variaciones Q57 y Q63 de c G a  de azdcar  lake y col., 1971), en 
l a s  que l a  neut rd izacidn con dcido acetic0 se reemplazd por e l  uso de 
resinas,  posee un bajo contenido en hidratos de carbono ( 2  $) y a l t o  
en cenizas (40 $., debido a l a  s i l i c a  gresente y extrafda p o r  e l  a c a l i )  
y es en su  mayor parte de bajo peso molecular y p o r  l o  tanto  dializa- 
ble  (Blake y Richards, 1970). E l  dnico caso, hasta donde l l ega  nueotro 
oouocimiento, de hemicelulosa C de semillas de leguminosas estudjada 
es  e l  de Stylosanthes humilis (pang Way y Richards, 1971). Esta semi- 
l l a  d i f i e re  de otras  leguminosas estudiadas previamente, en que no po- 
see polisacdridos ext ra ib les  con agua (galactomananos o glucanos) s ino 
abliudante material  proteico junto con glic6sidos y oligosac6ridos ; e l  
a d l i s i s  de l a  hemicelulosa C m o s t r d  que e s  predominantemente de natu- 
raleza proteica (67 $) y presenta un bajo contenido en Mdratos de cay 
bono (menor 5 5 )  y a l t o  en cexizas. En cambio, l a  hemicelulosa C de 
Gieditsia triacantllos estudiada en nuestro caso, mostr6 un a l t o  conte- 
n i d o  en hidratos de carbono (46 $) y bajo en cenizas ( 3  $) junto con 
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-abundante material nitrogenado atribufdo, a1 igual  que en l a s  dem6s 
fracciones, a1 contenido on proteinas de l a  misma (53 5 ) .  
Como l a  hemjcelulosa C se obtuvo de l a  solucibn remanente de 
precipitar  l a  hemioelulosa B con etanol, 10s product os  que l a  componen 
son solubles en etsnol 75 $. Esta solubilidad puede deberse a su compg 
sioidn o a su peso molecuJ-are 
Cuando l a  composioi6n en monosac6ridos se oompara con la de l a  
hemicelulosa A o l a  hemiceluosa B ( ~ a b l a  27) se ve que, dentro de l a s  
variaci ones obsemradas en 10s dist intos fraccionamientos, l a s  fraccio- 
nes son semejantes y a1 igual  que l a  fraccibn U presenta en l a  parte 
de Mdratos de carbono un bajo contenLdo en &ciao g&actuul6nico (4,5$) 
y por l o  tanto una baja contaminacibn con pectinas. Por otra parte, l a  
composici6n en amino6cidos es seme jante a l a  de l a  hemricelulosa A y, 
salvo en l o  que respecta a 10s porcentajes de 6cido glut&co y argini- 
na, a l a  de l a  hemioelulosa B (Tabla 28), 
E l  hecho de que 10s productos compo~~entes de HC pasen a travds 
de l a s  membranas de dri&lisis, incluso l a s  que han s i d o  modificadas pa- 
r a  l-educir e l  tamai'lo del poro  (ver Ap6ndice, p6ge 212), y que, s e g h  
l o  observado en l a s  detemninaciones de velocidad de sedimentacibn con 
l a  ul tracentdfuga,  t i e m n  constantes de &if usi6n l o  suficientemente 
a l t a s  como para impedrir l a  forniacidn Ce superficies de discontinuidad 
atin a c a p o s  centrffugos de 200.000 g, pareceda indicar  que sus pesos 
moleculares, y p o r  l o  tanto sus taslaiios, son bajos. 
La razdn de que, siendo estos fragmentos dializables, no se ha 
yan per&. do durante l a  prolongada etapa de neutraZjzacidn de 10s e x t r q  
t o s  alcalinos, debe se r  buscada en l a s  sigxierrbes consideraciones: ( a )  
de 10s estudios de Craig y King (1962) es eridente que la di&isis, a1 
igual  que l a  cromatograffa sobre geles, es un efecto de tamices molecu -
l a res ,  y que l a  velocidad de di&isis de un soluto en part icular  d e p e ~  
de de nmerosos factores ( l a  relacidn entre e l  Qrea de l a  membrma y 
e l  volwnen de soluci6n a dial izar ,  l a  naturaleza de l a  membrana (espe- 
solo y porosidad), l a  temperatura, e l  efecto del solvente en e l  soluto 
y en l a  membrana (se ut i l izaron soluciones de c l o m o  de s o d i o  0 , l  M y 
de hidrdxido de potasio 10 %, ver  ApdnSiice, p6g. 21;3, l a  viscosidad 
d e l  solvente y e l  efecto de l a s  cargas) que no permiten hacer compara- 
ciones v&lidas del comportamiento en l a s  di&lisis, en especial cuando 
10s productos han s i d o  purjficados como consecuencia del fraccionamien -
t o  (ver  mds adelante) ; y (b )  l a  fuerte tendencia a l a  agregacidn que 
h 7-auestran estos productos y que, de acuerdo con l o  comentado a n t e r i o r  
I 
- bente, ex-plicada l a  presencia de estos compuestos de menor peso mole- 
ci&ay en l a s  fracciones no dializables, por  es tz r  en contact0 con mole -
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culas mayores (que luego fueron separadas como hemioelulosas A y B) , y 
que adem& linrita l a  u t i l idad  de l a  crornatograffa sobre geles para l a  
deteminaoi6n de 10s pesos moleculares de 10s nismos, 
Esta asooiftcidn ac larar fa  tambien e l  hecho de que l a  e l e c t r o f ~  
r e s i s  sobre ge l  de poliacrilamida de una sola  banda, aunque, 00x10 So 
t r a t a  de fragmentos pequefios, no se descarta l a  posibil idad de qw e l  
tamal'io del poro del  ge l  haya s ido demasiaao grande oomo para p e m i t t r  
una resoluci6n adecuada como tamiz molecular (Davis, 1964). 
E l  oontrol de l a  homogeneidad por cromatograffa sobre geles de 
d i s t i n t a s  mallas condujo, luego de un trabajoso fraccionamiento, a1  
aislamiento de cinco fracoiones d i s t in tas ,  aparentenente homogdneas 
(ver  Pmccionami~nto de HC. Propiedades de l a s  fracciones, p6g. 88 ) . 
ES interesante Sestacar que todas es tas  fracciones e s t h  formadas por 
nidratos de carbono y proteinas, compomntea que no pudieron s e r  sepa- 
rados por cromatograffa sobre Sephadex, g por l o  tanto,  La superposi- 
ci6n de 10s picos deteminados por e l  d l i s i s  de 10s hidratos de oar- 
bono g l a s  protefnas, sugerirfa  que ambos componentes deben e s t a r  "=: 
60s" entre  sf. F o r  ot ra  parte,  dado que l a s  fracciones fueron eluidas 
en l a  recromatograffa sobre Sephadex G-LOO en e l  Wsmo volumen en que 
l o  fueran originariamente, e l  tarma30 molecular o l a s  propiedades de 82 
soroilln, o ambas, son oaracter fs t icas  para cada frzcci6n y no re f le jan  
in te racc i  ones moleculares de 10s cmpuestos entre s f .  
Una de Las fracciones (H%) m o s t r d  un peso molecular Lo sufi- 
cientemente a l t o  oomo para poder estudiarse con l a  u l t racentdfuga (Q 
gura 45). Las detezminaciones indicaron l a  presencia de un fmico pico 
y se obtuvieron, a dos concentraciones muy diferentes (0,4 y O,8 $), 
coeficientes sirnilares entre s f ,  l o  que sugerirfa  una estructura mi- 
ficada. E l  Siecho de que e l  pico correspondiente a es te  fragnento no I12 
ya aparecido en l a  ultracentx5fugacidn de HC, puede atxiburime a su. ba 
ja  oontribuci6n a 1  t o t a l  de l a  muestra. 
L2 p r o t e 6 1 i a i s  de f i C  con pronasa di.0 ui.1 producto cugo porcexit;~ 
je de pyotefnh ern e l  81, l  ';: d e l  porcelitaje or;igin;~l. ES e-siC~ente yae 
l a  accidrl de l a  e~uima f u e  nuy l i n i t ada ,  l o  qae y o d r f ~ ~  exclicarse p o r  
e l  inpeihuei~to de 13s cadenas de llj-etztos de ca rbo~o  unidac a 13 y r o -  
te fna;  es tc  t i ~ o  de efecto es usual y cualido un gmpo do hidratos de 
carbono Interf iexen con e l  inodo no1r:ial de 3,cci6n cie algvxas eilzinas 
$rote olfti cas , se obtieiler; y6?:J~ i  dis ile ;In;*or ti~.!3il0 (Lee y ?dol:t-ozler;r, 
L I P  .- 
-C I X962; Fletcher y col., 1963). Es posible que en algunos fragmentos me- 
- : ~ o s  impedidos l a  h i d r b k i s i s  haya s i d o  mayor, condueiendo a produotos 
-$ue se perdrieron durante l a  di8lisis (comp&rese, por e jemplo, l a  oompg P : 
1.' : ~ i c i d n  en monosac&ridos de fracciones equivalentes antes y despuds de 
Y -. 
l a  h idr6l is is  emimt5tica, Tabla 48). El. Sliagrwa de elucibn sobre Se- 
phadex G-100 del produoto resultante de l a  prote6l;isis ( ~ g u r a  35) nos 
t r 6  urn distribuoibn fie 10s componentes id6ntioa a l a  del original (3'2 
gura 3 8 ) ,  l o  que confirm6 que este tratamiento no introdujo modifica- 
ciones fundamerrtales. 
Del a&isis  de l a  composioi6n en monosacQridos de l a s  f racoio 
nes separadas por cromatograffa sobre Sephadex de este producto (l1CP2 
y HCp4), y de l a s  oinoo fracciones aisladas en l a s  cromatograffas del 
producto original ( ~ a b l a  48), puede verse que l a s  mismas comienzan a 
I definitse en tclminos estructuralmelite interpretables. i sf p o r  ejemplo: 
( a )  l a  fraccidn IIC3-2, se presenta cono un arabano; (b)  HCl es r ica  en 
un fucoarabano; ( c )  HC3-1 es bdsicanente un fragmento de galactomanano 
estrechamente relacionado, aunque de mucho menor peso molecular, aon 
e l  aislado del endospema, ya que l a  relaci6n molar Nan: G a l  de 2,7 es 
1 tiel orden de l a  encontrada en ese caso (Tabla 21) y l a  relacidn molar 
Xan+Gal:GluN de 2 0 , l  es oonsistente con e l  mayor contenido en protefna 
de este fragmeho (43 $) comparada con e l  del galactolizanano del endos- 
perma de igual relacidn molar (Gat, 11 $) ; (d)  l a  fracci6n HC3-2a, sun_ 
E l -  que contiene todos  10s o t r o s  azficares presentes en l a  fraccidn o r i g i -  
nal  (Tabla 48), es z5ca tmbi6n en un galactomanano de menor contenido 
en galactosa (relaci6n molar Man:Gal 3,3).  A este respecto cabe recor- 
dar (ver  ?olisac&ridos solubles en agua, p6g. 101) que, luego de l a  ex_ 
tracci6n acuosa a temperatura ambiente y a 50 C, queda en e l  remanente 
un galactomavlano insoluble de menor contenido en galactosa (relacibn 
molar 3,g-4 ,3)  ; [ e )  consistentemente con l o  indioado en (c )  y ( d )  se 
observa que l a s  proteinas asociadas con dichas fracciones (HC3-l y 
XC3-2al Tabla 49) son pr&cticamente idknticas a l a s  que se detectaron 
junto con 10s galactomananos del . endosperma (Tabla 22)  ; ( f )  l a  frac- 
cibn HCp4, resultante del tratamiento con pronasa, es notablemente si- 
milar en su composicibn ouali y cuantitativa a1 fragmento de menor pe- 
s o  molecdar (fracci6n HC3-2d, figura 51) obtenido a p a r t i r  de l a  HC 
odgina l ,  aunque como ambas fracciones no son estructuralaente l a s  me- 
j o r  definridas, es posible que representen a l a  "mezcla" de l a s  d d a -  
des de p o l i s a c ~ ~ d o s  que forman parte de 10s puntos de unjdn o de aso- 
ciacidn en l a  estructWa molecular t o t a l  (ver m&s adelante). 
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Siguiendo el mismo razonamiento adoptado para l a  discuai6n de 
l a  hemicelulosa A, reoordenos que para visualiaar  l a  importancia rela- 
t i v a  de 10s oomponentes y obtener, por  l o  tanto, l a s  posibles estructg 
ras,  l a  composioi6n 2orcentual m o l a r  f Tabla 48) puede no s e r  l a  me jor 
forma de expresar 10s d a t o s  obtenidos. En efecto, consider81idolas en 
forma absoluta conduoen a pesos moleculares para l a  parte de hidratos 
de oarbono, a 10s que bay gue sumar l a  parte proteica, muy superiores 
a 10s que por sus propiedades deben tener 10s fragmentos estudiados 
(nbtese, p o r  ejemplo, e l  comportamiento de l a s  fracciones HC3-za,b 
que pasan a travJs de l a  c o l u n a  de Sephadex G-15 oon volhenes de el& 
oidn (Pigura 51) que aunque distantes del volumen de inclusi6n de l a  
columna (305 EL), muestran claramente que l a s  ~ s n a s  on retenidas en 
l a  r ed  del gel) .  
Cuando se caloulb l a  relacidn molar minima, dividiendo t odos  
10s valores de 10s monosac6ridos de cada fracci6n por  e l  menor (Tabla 
52) se obtuvo un panorama m6s rea l  de l a s  relaciones entre 10s compo- 
nentes, junto con pesos moleculares del orden de 10s esperados. E l  he- 
T8)a 52. blacidn molar lplnfma de lm m d d o s  canponentes de las fracciones &idas por f r a c c i ~ e n t a  y d w  
binizaclbn de tiC. 
cho de que 10s monoaacsZridos csom-ponentes no se encuentren en relaci6n 
e~tequi.orn6Mca, debe s e r  explicado en base a l a s  siguientes observa- 
c i  ones : ( a )  l a s  fracciones no pueden s e r  consideradas como monodisper- 
sas sin0 que representan un grupo de rnoldculas extremadamente simila- 
res que contienen 13s: misnas unjdades de hidratos de oarbono, pero quc 
dif ieren ligeramente en l a  longitud y composici6n de l a s  ondenas; (b )  
e l  procedimiento de otZlculo es arbt t rar io  en c m t o  a l a  elecci6n del 
componente menor, ya que es bostante probable que 10s azdcares qw T i -  
glxran en l a s  proporciones menores, no estQn presentes en todas l a s  mo- 
leculas dentro de l a  misma fracci6n; ( c )  l a s  pequeiias d2ferenoias en 
l a  oomposici6n produoidas como consecuencia de 10s errores inhexentes 
a 10s metodos analfticos empleados y / o  l a  microheterogeneidad antes s& 
5alada. 
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'Perxiendo en cuenta que l a  mezcla de compuestos que foman l a  
~emicelulosa C proviene de l a  degradaci6n de l a s  mol6culas mayores (hg 
micelulosas A y B) o a l o  swno de fragmentos comunes, l a  imporbancia 
del  eatudio de l a  nisma radica en l a  posibil idad do u t i l i z a r  10s res< 
tados obtenidos con es tas  fracciones aisladas para elaborar cormlusio- 
nes respecto de l a  estructura de 10s fsagmentos mayores. 
A continuaoidn se detal lan 10s principales rasgos estructura- 
l e s  encontrados en es te  t rabajo  que permitieron, dentro de l a s  13mita- 
ciones impuestas por l a  comple jidad del problems, y p o r  relacidn con 
I 10s resultados dex5vados de trabajos previos oon es te  t i p 0  de produc- 
k 
t o s  que se  enunciaran a l o  largo de l a  presoiitacidn y l a  discusi6n, 
proponer estructuras tenta t ivas  para 10s pr inc ipdes  fragmentos. 
- 
Como punto de part ida es  posible proponer l a  existencia de un 
@o6rel1 de protefnas a1 cual e s t j n  unidas l a s  oadenas de polisac8ridos. 
La res is tencia  de e s t a  protefna del  lloorell a l a s  enzimas proteolf t icas  
s e r i a  consistente con e l  efecto de proteccibn que sobre e l  ataque enzf 
m&tico produce e l  polisac6rjd0, y l a  retencidn de material  pmteico  en 
10s proauctos de degradacidn por h id rd l i s i s  Acida parc ia l  y/u oxida- 
~ i 6 n  con periodato de l a  hemicelulosa A,  confirmarfa l a  e a s t e n c i a  de 
l a  u . 6 n  polisac6rido-protefm tiel core. La protefna presenta una con- 
siderable proporci6n de h i d o  aspBrtico y l a  glucosamina detectada es- 
I t a r f a  unida (ver  Naturaleza deL enlace polisac6r5,do~protefna, p6g.143) I / a l a  nsparagina ubicada a 1 0  largo de l a  c a d e n a p e p t f d i c a e n l a  que 
i ese t i p o  de unidn es t6  prenente. A travks principalmente de es te  t i p o  
I 
de enlace, es tar fan  unridos covalentemente 10s polisac8ridos, pudiendo 
e x i s t i r  adem& as~ociaciones ( agregaciones ) entre 10s mismos y/o l a s  
protefnas. 
Estas suposiciones son consist entes con l a  tendencia ac tual  de 
que e n  l a s  celulas vegetales 10s polisac6xidos rarmente se encuentran 
en estado puro, sin0 corubinados o asociados con l a s  proteinas. 
La compos i~6n  en aminoBcidos de l a  protefna ae l  core indiab 
que Qs ta  puede s e r  c las i f icada  oomo una protefna de reserva (ver  p6g. 
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Como resultado de comparar l a  iinformacidn obteniaa en nuestro 
caso con 10s estudios efectuados sobre glicoprotefnas de semillas de 
otras  leguminosas, es posible proponer l a  presencia de cadeiias 
y un enlace 8-glico~fdico entre l a  gluctosmina y l a  asparagina. 
El  8cido galacturbnico, junto con l a  arabinosa y l a  galactosa, 
son 10s monosac6ridos cmponentes de l a s  sustancias pdcticas a i s l a h a .  
LOS estudios de oxidacibn con perioda-t;~ de l a  hemicelulosa A y ds l a  
hemicelulosa A degradada por h i d r b l i s i s  6cida parcial, son conaisten- 
t e s  eon l a  estructura encontrada para l a s  pecti-nas de semilla1zs de leg& 
rninosas, esto es cadenas 
s u s t i t d d a s  ( 1  cada 2 6 3 unidades) p o r  oadenas la tera les .  Respecto de 
es ta  ramificacibn, l a  a l t a  proporoidn de arabinosa presente en l a s  sus -
tancias p6oticas e s t a d a  a favor de una sustitucibn por wlidades arabL 
nofu~anos~flicas simples, aunque no se descartsl l a  posible sustituci6n 
pox uxidades de xilosa, como en l a s  pectinas de harjna de soya, con 
una relaci6n molar GalA:B-1 de 3 en HA y de 7 en P. Ambits su-posiciones 
e s t h  de acuerdo con 10s mayores porcentajes de arabinosa y xilosa de- 
gradados como terminales de cadella er1 l a  oxidacibn incornpleta oon pe- 
fiodato. 
A s i m i s m o ,  l a  l iberaci6n del 61 $ del &cido g a l a c t u r 6 ~ c o  t o t a l  
de l a  HA p o r  h i d r b l i s i s  4cida parcial en oondiciones especfficas para 
l a  ruptura de l a s  urxiones furan6sicas, l a  diferencia en l a  velocidad 
de 'nridr6Lisis y l a  produocibn de oligosac&ridos fomados por  gcido ga- 
lactur6nioo y arabinosa, cornsponderfa a l a  presencia en e l  poUsacQ- 
r5d.o orLginal de cadenas 
,/ 
Respecto de 10s restantes polisac&ridos p6cticos, tenenos p o r  
una parte que l a  mlaci6n ArazGalA en l a  hemicelulosa A y en l a  frac- 
ci6n P (1,5),  l a  identifioacibn de un f'ucoarabano en l a  resoluoi 6n de 
10s productos componentes do l a  hemicelulosa C (fraccibn H%) y de l a  
hemicelulosa B (fracci6n H%) de igual  relacidn molar Ara:Fuc (5,6)  y 
a g o  superlor en una fraocidn de l a  hemicelulosa A 6,8), l a  
constancia de dicha relaci6n molar en 10s productoa crudos ( 1 6  en U, 
1 4  en P y 1 2  en HA) y en e l  fragment0 liberado por  h i d r b l i s i s  &cida 
p a r c i d  de HA (12), l a  identificacidn de un arabano de bajo peso mole- 
cular  en l a  hernicelulosa C (fmcci6n H C ~ - ~ ~ ) ,  y 10s estudios de degra- 
aaci6n de l a  hemioelulosa k por hidr6lisic  gcida parcial y oxidaci6n 
con pexiodato, sugixieron que urn gran parte ael  polisac&rj_do es t6  fox 
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I mado por un arabano (fucoarabano) con una estructura ramificada del t i  
PO 
Por otra parte, s i  bien l a  galactosa detectada en 10s h i d r o l i -  
zados p r o ~ e n e  del galactomanano resistente a l a s  extracciones acuosas 
previas y aislado en l a s  restantes fracciones como consecuencia de un 
tratamiento m&s endrgico, e l  contenido en galactosa de ese galactomaq 
no es bajo (18 a 20 $) y a h  asumjendo que l a  pmsencia de fragmentos 
del galactomanano aislado en l a s  extracciones acuosas como e l  ident i fg  
cado en l a  fracci6n HC3-1, e l  pomentaje de gdactosa de una serie de 
fracciones (HA2(3, HBu, H C l  y 11Cp4) excede notablemente 10s valores eg 
peraaos en funci6n de esas relaciones molares, y podria s e r  asignado 
en principio a l a  ercistenoia, aunque en baja proporcibn, de gzilactanos 
del t i p 0  de 10s inf'ormados para l a s  sustancias p6ctioas 
siendo precisamente en l a  fraccibn U, estructuralmente l a  mejor definii. 
da, donde se obseman 10s mayores porcentajes de galactosa (relacidn 
molar Ara:Gal de 6 , 6 ) .  Las deteminaciones estructurales efectuadas 
con anterioridad a este trabajo sobre e l  galactomanano extraa'do direc- 
tarnente con agua a 50 C, mostraron que un pequeE-io nhnero de unridades de 
(1-4)-&galactma pueden es t a r  f ormando parte de l a  cadena l a t e ~ a l  
del galactomanano. Los estudios efectuados en nuestro oaso por oxida- 
oi6n con pertodato son coimistentes oon l a  baja proporci6n de galac-t;o- 
sa como extremo termjlnal (galactosa del galactomanano) y con l a  presez 
c ia  de esas cadenas I ima les .  Aden&, l a  liberacibn do fmgmentos de 
l a s  sustancias p4otioas por  h i d r b l i s i s  acida parcial formados p o r  ara- 
binosa, galactosa y goido galactur6nico en relaci6n molar 2:1:1, suge- 
rids gue parte de l a  galactosa est6 unida a l a  oadena principal del 
galact uronano . 
Pinalmente , l as  oantidades de 10s restantes azdcares neutros, 
xilosa y glucosa, que son idpicos camponentes de 10s polisac6ridos he- 
micelulbsicos, s d l o  son signjficativas para l a  xilosa en l a s  fracciones 
U, HE3 y BC que co3.ncidentemente son l a s  que presentan 10s menores por- 
centajen de 6cido g&actur6~1ico (pr6cticamente despreoiables on U y 
HC) e indioadan l a  presencia de oadenas 
l o  que explicarfa entonces 10s valores del xilano extrafdo oon l a  s o l &  
cidn de urea por u n  lado, y 10s resultados obtenidos por oxidacibn con 
periodato, por o t r o .  
E s t o s  es-tudios sugirj-eron asimismo quo l a  gluoosa fomarfa ca- 
dellas del t l p o  
y aunque l a  f a l t a  de unc relacign molar defini torja entre este monosa- 
cixido y cualquiera de 10s restantes no permite establecer posibles i n  
- 
t e ~ a o i o n e s  ( p o r  e jemplo, no existe una relaci6n molar constante a 
l o  largo de 10s dist intos productos para l a  xilosa g l a  gluoosa l o  que 
hace poco probable l a  existencia ae un xiloglucano como e l  encontrado 
en lashenicelulosas de otras fuentes) , l a  retencidn del material pro- 
t e ico  luego de l a  oxidaci6n con periodato junto con l a  cadena del glu- 
can0 in%acta indioadan alguna foma de unibn entre Qste  y e l  ooro de 
proteins. 
Las proporoiones do estos dos polisac6rri dos result aroii notable 
- 
nente irrcremerrtadas pox eliminacibn de 10s restantes fragmentos lmgo 
de procesos degradativos como l a  ' h j d r b l i s i s  proteolftica (fracoiones 
H42 y H C ~ ~ ) ,  l a  h idr6l is is  dcida parcial (fraccibn a)  o l e  oxidacibn 
con peYriodato (fracciones HA 3. a) .  
En todos  10s oasos, 10s resul-tados obtenidos a %raves de 10s 
dis .~intos  an6llsi.s indioadan que 10s fragmentos son esenoi-ente li- 
neales, en promedio cortos, y unidos entre sf mediante d i s t i r r t o s  t igos 
de entrecruzamientos que confiere11 a1 sistema t o t a l  l a s  4oaractedsti- 
cas propias de ma tlmaU-all .' 
N A T U R A L E Z A  D E L  E N L A C E  P O L I S A C A R I D O -  
P R O T E I N A  
Las fracciones aLsladas p o r  10s dristintos procedimientos de ex -
txacci6n nostraron (Tabla 27) u n  contelxido en protefnas variable (25 t; 
I 5 -  - 
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60 $). De l a  composici6n en e3ctno8cidos (Tabla 28) sobresalen 10s p o r  
centajes de aaino&cidos dica~boxflicos (sicifios glut&ico y asp6rtico) 
y b6sicos (principalner;te lisirw. y arginina) y d. leucina. Estas propig 
dades oaracterLzan, s e g b  se comentdara a1 t r a t a r  13s  polioac&r'dos so-  
l u b l e ~  en agua, a l a s  protefnns de r e s e ~ r a  de Las legUnjnosas (ver Pro 
tafnaa de seai l las  de leguninosas, pQg. 15). Por o t r a  pazbe, 2-2 no de-. 
t ccc i  6n de porcent a jes siguificativos ds IxLd~oxiprolina en l z s  f raccio 
nes extraidas, oonf'ixmarfa n,ue 110 se  t r a t a  de pzo-kdnag estruatmales 
(ver  Proteinas estructurales, pSg. 17 ). 
E" Mereoe destaoarse qu9 10s proce di&entos de ex-?--lacoi 6n u t i l i z g  ' dos oubren wi amplio rango de posibilidades en l o  que a extraoci6ri ae 
. - 
; polisacJlridos se refiere (desde l a  extracoi6n con agua a temperatura 
mbiente y a 50 C, l a  extraccidn suave con oxalato de amordo, hasta l a  
'7 
' extraccidn en condioiones m4s dr4sticas oomo l o  es e l  klcdli  1 0  $, e 
I 
incluso e l  empleo de u n  solvente con propiedades disociantes (urea 7 ' 
y s i n  embargo 10s porcentajea de protefna extrafda en cada oaso y l a  
d i s t~ ibuc i6n  en l a  oomposioi6n cuaU y nvualrltitativa en azlnodcidos no 
muestran d i f e r e ~ c i a s  notables. Este iieoho se mantuvo tambi6n a1 soae- 
t e r  l a s  fracciones aisladas a procedimien4~os de fraccionamiento de corn 
- 
pie ji dad variable coao l a  preoLpitaci6n fraccionada con etanol ael  ga- 
lectomanano extmfdo a temperatura ambiente ( Tsbla 2 3 ) ,  l a  d i s o l u c i  du~. 
fraccionada de Is hemicelulosa A con soluoiones de kLGr6xido de po-ta- 
s i o  de concentmci6ii creoiente (Tabla 3 3 ) ,  e l  fx-ucciomien-bo de la he* 
aioelulosa B pox preoLp$tacibn con i o d o  en px-esencia de o l o r w o  de ce2 
cio (Tabla 41, en este fCLtimo oaso pudo obsemarse en dos da l a s  sub- 
fracciones un notable inoremento en e l  con-befido en dcido gluJchico y 
arginina, con l a  pemanencia de 10s valoxes enoonkrados para l a  rola- 
ci6n a/"b en l a s  dem& f racc~ones) ,  y finalrnente e l  uso de l a  cromato- 
graffn sobre geles de &istintas mallas para soparar 10s productos com- 
ponentes de l a  he=ilioelulosa C (Tabla 48) y de 10s productos obtenidos 
por digestidn enzim6tica (proteolf t ica)  de l a  mismsz. ~demAs ae obsem6 
l a  retenoidn do1 matexid de naturaleza proteica en 10s produc-tos de 
degradaci 6n pox 'lridr6lisi.s 6ci da parcia1 y/u oxi daci6n con periodat0 
F- de l a  hernicelulosa A, y l a  resistencia a l a  prote6Xsis de 10s produc- 
t o s  componentes de HC. 
En oomecuencia, s i  bien nuestxos estudios no presentan urn 
prueba concluyente tie l a  existencia de un enlace covalents entm e l  po ...,
L lisac&r5.do y l a  pro-t;efna, penniten c o n c l u r  quc es-los camponen-~es de-. ben e s t a r  unidos extre sf mBs ltfirmeme~iiew a-ue por  una simple aaocia- 
1 cidn y~ ;lse ningum de 18s tkcnicas no hidzolfticas usadas gemit ie-  
: 3 separar. 3 1  ]~ol isbcj l ido de l a  protefna. Iiuspil.%ados da c s t a  natura- 
l e za  han sido encontrados en protefnas ( glicoprotefnas ) de semillas de 
okra leg~uninosa: Phase olus vul~ar3-s  ( ~ u s z t a i  , 19 64) . 
Al es tudjar  l a  composici6n en monosac6ridos de l a s  fracciones 
ais ladas y l a s  obteniaas a p a r t i r  de l a s  rnismas por 10s d is t in tos  d t o  - 
dos de f r a c c r i o n ~ e n t o ,  se encontrd l a  presencia de un aminoazficar, l a  
glucosamrina, que no es  un componexte usual del t i p o  de polisac&x9.dos 
estudiado (ver  Polisac&ridos insolubles en agua, p&g. 106). 
S i  bien l a  presencia de este  minoazficar aparece asooiada con 
e l  contenido en protefnas uunidasil a,l. polisac6rido (Tabla 27), 10s poy 
centajes de glucosanina y proteinas no guardan una relacidn directs g, 
mds a h ,  en c ie r tos  casos (fracciones G,30, I I A ~ ~ )  10s v d o r e s  de glucg 
sanina detectados jus t i f ioan e l  porcentzl je de nitrdgeno t o t a l  dosado, 
l o  que impl icada  l a  ause~icia de protefnas. 
L l m a  tambidn l a  atencidn a es te  respecto 10s elevados porcen- 
t a j e s  detectados pGra es te  aninoazficar e 3  10s residuos de La sexnilla 
luego de l a  extracci6n cormecutiva oon agua y con Alcali (fracci6n Sh, 
15 ,8  $) o con zgua, Blcali y oxalato de amonio sucesivmente (fracci6n 
Slrp 9 20,5 $), g Qn 10s que no se  observaron porcentajes s ignif icat ivos 
dc protefnas (Tabla 27). For otra  parte entre 10s productos crudos (Tg 
bla  27), 10s mayores porcentajes de es-te minoazficar se extrajeron prg  
cisamente cuando s o  empled e l  6lcal.i que, coma se sabe, produce degra- 
daciones de t i ist into t i p 0  (ver  Efectos de l a  extraccidn en medio alca- 
linc;, p&g. 48 ) ontre e l l a s  l a  de l a  cadena pep-bfdica. 
Protefnas que contienen gluoosmina havl s i  do emontradas en 
una gran variedad de vegetales y en general l a  presencia de gluoosami- 
12.3 junto con otros azficares neutros, en especial  manosa, e s  una de l a s  
ca rac t eds t i ca s  de l a s  glicoprotefnas de reserva de l a s  semillas de 12 
guminosas (ver  Protefnas que no pertenecen a l a s  paredes celulares,  
6 .  23 ). De hecho, l a s  fracciones proteicas aisladaa en  nuestro caso 
presentan l a s  carac ter fs t icas  de l a s  protefnas & reserva de l a s  legu- 
minosas. 
De 10s t r e s  t ipos  de unioncs polisac4rido-protefna (ver Naturg 
l eza  del enlace hidrato de carbono-protefna, p8g. 27 ) fue posible deg 
carbar: ( a )  l a  existenoia de unioms 0-glicosfdicas entre l a  arabinosa 
y e l  grupo hidroxilo de l a  hidroxiprolina en 10s productos extrafdos, 
en razdn de l a  no deteccibn de es te  lJltimo amino&cido ( ~ 6 1 0  so observd 
su presencia en rzn msiduo de extraccibn, fraoci6n SH) y que en lfnoas 
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generales, l a  oomposici6n en amino6cidos ae l a  proteina es dis t in ta  de 
l a  encontrada para glicoproteinas estructuyales ( ~ a b l a  15)?  y (b) 
nes 0-glioosfdicas entre e l  azfioar y e l  grupo h i d r o x i l o  de l a  seiena 
y/o treoaina, en raz6n de l a  marca6-s. estabilidad ~1 6lcd. i  del enlaoe 
polisac8ri do-protefna, l a  no detecci 6n de 10s productos de /2-elimiila- 
cibr. corresponaentes (ver Determinacidn de l a s  uixione~ 0-glicosf dicas 
a serina y/o treonina, $g. 98 ) ,  y l a  similitu6 en 10s porcentajes pa - 
ra  estos dos aminodcidos en l a s  fracciones extrafdas en medio d o a E n o  
(H) cornparadas oon l a s  ex tsddas  en medio neutro ( U  y P) . P '  En oonseouencia, e l  a ~ & i s i s  de 10s resultados obtenidos, esto 
es  10s porcentajes de gluoosamina y h i d o  asp6rti.00 determinados en 
Sas fraoci ones, l a  ostabilidad de l a  unidn polisac6rido-protefna luego 
A 
de varios t ra tmientos ,  en especial en medio aloalino, y l a  ausencia 
de o t r o  t i p o  de uniones, estarfa a f w o r  de l a  existencia de una unidn 
entre e l  polisacQrido y l a  proteina que i m o l m r e  a estos compuestos, 
es  decir, un enlace gluoosilanina con l a  asparagina. Este t i p o  de en l s  
ce ha s i d o  encontrado ( L i s  y col., 1966  a )  en urn glicoprotefna de le-  
g d n o s a s  bien caracterizada, l a  hernoglutinina de harina de soya (vex 
Gliooprotefnas que no perbellecen a l a s  paredes colulares, p6g. 23) , y 
en general se considera pue en este t igo  de campuestos, en 10s que ad2 
iilPs siernpm se encuentra ~ r e s e r ~ t e  l a gluoosamina (Tabla 16), e l  Qcido 
aspdrtico es  e l  aminoicido principalmente imroluorado en l a s  uniones 
ilidrato do oarbono-protefna. 
La  mayoxfa de 10s ~ s L L % ~ ~ o s  presentados deben s e r  considem- 
dos no s 6 l o  dependientes del t i p o  de material empleado, sino tambien 
de 10s prooedirxientos utilizados para e l  aislamiento de l a s  f r a c c i o ~ e s  
estudi adas. 
Los resuitados obtenidos en l a s  primeras etapas del a d l i s i s  
indicaron l a  plgsencia de una compie ja mezcla de productos, formdos 
r .par pol i~acQridos  con aifersntes rnonosncdridos, unidos a trav6s de va- 
w 
r i o s  t ipos de enlaces g l ico~fd icos  y uniones no covalentes, y pmtef- 
nas y/o glicoprotefnas asociadas a 10s mismos. 
Las extracciones efectuadas con 10s dist intos solventes sobre 
e l  residuo remanente de agotar e l  material por emmcci6n acuoso, con- 
dujeron a l a  obtenci6n del mismo aroducto c a p l e  jo o mezcla do produc- 
t o s  estrechamente unidos, y lao caracterfsticas del m i s m o  delivaron del 
netodo de aislamiento empleago. &sf en efecto, e l  pro6uc-ko me jor defi- 
' I - * I 1  
- 
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n i d o  se obtuvo, aunque con e l  rendAmiento m6s bajo, mediante l a  extrac -
cibn no degmdativa oon un agente disociante (urea). En t odos  10s ca- 
sos, l a  h idrb l i s i s  d io ,  en aaici6ri con l a  gdactosa y l a  manosa del gg 
lactomanano remanente , l a  mezcla de 10s azficares tfpicos , principalme2 
t e ,  de l a s  sustancias pdcticas ( h i d o  galacturbnico, arabinosa y gala2 
tosa)  junto con nenores cantidades de fucosa, xilosa y Scido glucur6@ 
coy y 10s amino6cidos y l a  glucosamina propios de l a s  protefnas y gl i -  
coprotefnas de reserva de l a s  legminosas. 
Los estudios tendientes a l a  caracterjzacibn m&s detallada de 
estos fragmentos, se llevaron a cab0 sobre 10s pmductos resultantes 
do l a  extraccibn a l o u n a .  La investigacibn se orient6 de manera td 
de obtener oon todas l a s  t6cnicas disponibles, aunque no m a  defixxicjl6n 
estructural  completa d e ~  sistema de polisac&i.dos, una i n f o m c i b n  quil 
z6s tanto o m6s importante nediante 10s dist;intos c r i te r ios  do f raccip  
namiento en com-puestos de cornple jidad varjada, y de 10s estudios es- 
t ructurales m a s  limitados . 
E s t o s  estudios permitieron proponer estructuras tentativas pa- 
r a  10s polLsac6ridos conponentes de l a s  fracciones y est inar  senicuan- 
I?ita%i.vamente l a s  yroporcio&res relat ivas de 10s ~ s m o s  en cada frac- 
ci6n. La Tabla 53 muestra e l  resumen de 10s result ado^ obtenidos y 10s 
recuadros indican 10s polisac4x5 dos definitor%os de cada fraccidn. 
Los polisac6ridos identificados fueron 10s siguientes: 
a )  Galactomanano: p o r  s i n i l i t u d  con e l  galactomanano obtenido en l a s  
extracciones acuosas, este galactomanano c o n s i s t i d a  en una cadena 
de 0-(1-2 4)-D-manopiranosa con cadenas la tera les  (1 cada 4 unida- 
des, salvo lau fracciones 9C3-1, 1 cada 2,7,  y HC3-2a, 1 cada 3,3) 
f ornadas p o r  rcstos de &-(1-+ 6)-D-galactopiranosa. 
b )  Arabano: 10s datos indicaron l a  presencia de proporciones importan- 
t e s  de un fuooarabano (relacibn molar Ara:Fuc de 6, salvo para l a  
fracci6n U que r e s d t 6  s e r  de 1.6) con w-a estructura rcmificada. E g  
t a  relacibn molar fue ca1cUada de La composici6n de l a s  fraocioiie~ 
identifioadas como fucoarabanos y p a r t i r  de dicha relaoi6n se detey 
ninb e l  porcenta je de ambinosa perteneciente a1 gdacturonano. 
c )  Galacturonano: c o n s i s t i d a  en una cadena l inea l  de 6cido D-galactu- 
rbixico u n i  do <-(l+ 4)- quo contiem uni dades @-L-nrabinof u m n o s f l ~  
cas en l a  cadena principal y posibleinente tanzbiQn junto con rostos 
-D-xilopiranosfdicos, en l a s  cadenas laterales.  
d)  Galactano: e s t a d a  formado p o r  unidades de D-galactosa enlazadas 
fi-(1+4)- y su porcentnje fue calculado por  diferencia a p n r t i r  
del  porcentaze t o t a l  consi derando e l  conteni do en galactosa del 
galaclosjzanamo presen-be. 
e )  Xilano: 10s datos experinentales resultaron consistentes con las eg 
tructuras emontradas para 10s x i l a n o s  hemtcelulbsicos, es decir og 
denas l ineales de fl-D-xilopiranosa. El pomentaje del xilano fue 
, calcuiado para aqueuas fmcciones de oontenida en & . d o  ga l rc tud-  
I xico apreciable, fiesoontando e l  porcentaje asignable al. galacturonz 
no (1 oada 2 6 3 unidades de Qcido galacturbnico). 
f) , Glucano: estarfa oonstitufdo por una cadena de unidades 8-(1+3)-D 
-glue opi ranos a. 
g )  Glu~os~mina: formarfa e l  enlace glucosilamina con l a  asparagina de 
11 l a  oadena peptfdioa y estarfa  presente en forma de aligosac6rj-dos 
i de unidades ~-(1+4)-2-amino-2-desoxi-~glucopiranosa. 
Tabla 53. Coopostcldn de la M m e s  aisJ& de las &?Jas de Gledftsfa Mawrihos . a 
Gal* 
X i  lano 
Glmmo 
Blucosami na 
Tos valores indicados en l a  Tabla 53 para l a  protefna corres- 
ponden a 10s porcentajes en peso y para 10s polisac&r3.dos, a l a s  pro- 
porciones relat ivas oslculadas a p a r t i r  de l a  composi cidn porcentual 
molar da l a  parte de bidratos de carbon0 de l a s  fracciones. 
Los resultados indioaron que hay fragmen%os estructuralmsnte 
bien defirxidos, mientras que o t r o s  apareoerfan oomo suma de fragmentos 
distintos.  Los uonponentes puederl no e s t a r  t o d o s  involucrados en l a  
P misma estruotura (macrmoldcu.la) pero exis te  bastante eviaencia a fa- 
vor de diatirrtas f omas de entrecruzamjento a traves de enlaces cova- 
lentes y fuerzas electrost6tioas y/o unriones 'hidrbgeno entre 10s poli- 
meros. 
En base a 10s datos experimentales y p o r  oomparacibn con resul- 
tados inf omados sobre l a s  estructuras d.e estas maaromol~culas, fue pg 
s ib le  proponer l a  existencia de u n  oore de protefna a1 cual e s t a d a n  
ulddas l a s  cadenas de polisac&5dos, y 10s priilcipales pwltos do unibn  
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covalente poiidan irrvoluorar a 10s aiguientes monosao8~i dos : (1) 
$an+GluN, ( 2 )  Gal-Pan, (3) GalA-tAra, (4 )  Ara-tGal, (5) A r a d G a U ,  
Xil-+GalA y Gal-tGalA, y ( 6 )  Glu-X-Protefna. Estas uniones represen- 
t a n  algunas de l a s  estructurszs probables, ga qm para un m i s m o  azdcar 
es  fac-kible m&a de un t i p 0  de wribn. 
Las cadellas de 10s p o l i s a c B ~ d o s  componentea del sistema esta- 
rfon f omadas por f ragmentos esencidmente l ineales ,  en promedio c o r  
t o s ,  y es tar fan  unidos entre  sf a trav8s de dis t in tos  t ipos de entre- 
crurr,miento (uniones covalentes y no covalentes), l o  que conferirfa  a1 
siatema t o t a l  l a s  carac ter fs t icas  de una malla. Presumiblemente, 12s 
fracciones que oontienen 10s mismos monosac~ridos pero en dis t in tas  
proporciones, provenMan de 10s djs t in tos  modos de ruptura de l a  0s- 
t ruotura  in tac ta .  
T E C N I C A S  - G E N E R A L E S  
-
E l  secado e n  desecador  s e  h j z o  a p r e s i 6 n  reducida  sobre  c lo ru -  
r o  de c a l c i o ,  y e n  10s oasos ind icados ,  sobre  p c n t b ~ d o  de ?bsToro o 
'hidrbxido de sodio .  
Las evaparaciones se m d i z a r o n  a p r e s i 6 n  rsdi'icida e n  un evapg 
r a d o r  r o t a t o r i o  y a tempera-turas d e l  baEo meno-res de 45 O. 
i 
4 
Los poderes  rotatox%os f u e r o n  medidos a t e m ~ e r a 4 ~ u r a  aslbiente 
L '  ( e n t r e  20° y 2 5 O )  e n  un p o l a d m e t r o  0. C. Rudolph & Sons modelo 70, ev 
u n  t u b 0  de 2 dm, y e n  un po la r fmet ro  Perkin-Elmer mocelo 141,  e n  un -tg 
I bo de 1 dm, Las r o t a c i o n e s  d p t i c a s  i n d i c a d a s  s o n  v a l o r e s  f i n a l e s ,  Los C'  
rest duos i n s o l u b l e s  observados e n  algunos oasos (fundamental;monte pro- 
ductoa b r u t o s )  s e  desprec ia ron  e n  10s c & l c u l o s  de l a  conoent rac i6no 
Las muestras  p a r a  a r & i s i s  y microan&Lisis f u e r o n  socadas SO- 
b r e  pent6xido de f 6 s f o r o  e n  a l t o  v a c f o  an una d i f u s o r a  de n e r c m i o  Lex 
b o l d  y a m a  t empemtura  de 50° .  
Las e x t r a c c i o n e s  s e  r e a l i z a r o n ,  s a l v o  e n  10s casoa e s p e c i f i c a -  
dos, a tempera tura  a a b i e n t e  y con a g i t a c i b n  meo&xi.oa cans-tante. 
Las so luc iones  de 6lca l i  enpleadas  se burbu;jearon con xi-isrbge- 
no inmediatamente az~.tes de s e r  usadas y L a s  ex t raoc iones  correspondien  -
t e s  s e  l l e v a r o n  a oabo b a j o  c o r r i e n t e  Cie njtr6ge;1o. 
Los produotos i n s o l u b l e s  o 10s p r e c l p i t a d o s  obtenidos p o r  ex- 
t r a c c i 6 n  y/o purr i f icac idn  de l a s  d i s t i n t a s  f r a c c i o n e s ,  s e  sepa ra ron  1 F o r  cen t r i fugac i6n ,  s e  l a v a r o n  p o r  in tercambio  de s o l v e n t e  con o t a n o l  
y l uego  Q t e r ,  y s e  seca ron  a tempera tura  ambien%e e n  deseoador de va- 
c f o  h a a t a  peso cons tan te .  
Las s o l u c i  ones y s uspensiones u t i l i z a d a s  e n  l a s  determinaoi o- 
nes  o u a n t i t a t i v a s  s o  mezclaron m e a a n t e  e l  uso de un Super-Mixer (Lab- 
Line  Ins t ruments  Inc.)  y s e  mantuvieron e n  a g i t a c t b n  empleando un  Ti-. 
bxo  Mixer modelo E-1 (Chenie-~ppara tebau A. G, , Suriza) , 
Los e s p e c t r o s  de a b s o m i 6 n  en  e l  u l t r a v i o l e t a  y en  e l  v i s i b l e  
Sueron r e g i s t r a d o s  e n  un e s p e c t r o f  otdmetro Beclanan LIK-2A. Las d o t e m i -  
naoion3s c o l o r i m Q t r i c a s  s e  xeaLizaron con un e s p e c t r o f  ot6metro Beckman 
DU y l a  concen-tracibn d e l  compuesto eer! l a  muestra  s e  c a l c a d  mediante 
l a  a i g f i e n t e  expresi6nx 
I '  L - - I - - -  # . donde, i u ,.,:, - - d  - my - .*!&!.lim - 
A: absorbancia de l a  soluoidn conterxiendo l a  muestra 
b : pe-ridiente de l a  c m a  patrdn (a/mg) 
c: conoentracibn de l a  muestra ( m g / m l )  
lEn t odos  10s casos se ut i l izaron celdas de cmrzo. 
La deteminacidn de nitr6geno se l lev6 a cab0 p o r  e l  m6todo do 
Dmas-Fregl (1958) y salvo otra indicaci6n, se expres6 oomo "protef na" 
luego de multiplicar por  e l  factor  6,25. E l  contenido en metox510 se 
d e t e m n 6  p o r  e l  mbtodo de Belcher y col., (1955), y un blanco efectua 
do oon pztr6n de a l b h i n a  de suero borino d i o  un valor de 1,05 $. Las  
celxizas se expresaron como e l  peso del residuo de La calcinaci6n en mi 
horno a 800 C y en corriente de odgeno, 
U L T H A C E N T R I B U G A C I O N  
Las placas de sedrimentaci6n so obtuxieron con una ultmcentxf- 
fuga Spinto modelo E, a 20° y veloci&~des de comzidn de 47.660 rpo; y 
de 42.040 r p m ,  y a 21° y urn velocidad de comida de 59.780 rpm. 
Las detemxinaciones fueron llevadas a cabo con soluciones de 
l a s  dis t in tas  fracoiones do1 0,35 $ al. 1 , O  74 en soluci6n de cloruro de 
s o d i o  0 , l  IJ, en soluciones buffer preparadas segtfn l a  tQcnica de ldi- 
l l e r  y Golcier (1950) Be pH 2 , 5  y pH 1 0 , 5  (fuerza ibrxica 0,1, cornspop 
diendo a1 cloruro de s o d i o  e l  00 $ de l a  miama) , y en soluciones de do 
decilsuifato de s o d i o  O,5 y 0 , l  18 en clorilro de s o d i o  C , l  li, 
Para l a  k~emricelulosa A se us6 una solusidn 0,3 $ en hidrbxido 
de potasio 30 $, obtenida a p a r t i r  de Llila auspensidn a1 r),5 $ y cent& 
f ugaci 6n del insoluble . 
Se midi6 l a  variaci6n de l a  distancia &l rndxino del pico alL 
a je de rotaci6n durante l a  ul tracentrif  ugaci6n y se grafic6 e l  log x 
en funcidn del -&emporn Se obtuvo asf una l inea  recta y do l a  pendiente 
de l a  m i s m a ,  oaloulada por e l  m6todo de 10s cuadrados mfnimos, 7~ utili- 
zando factoras de conversi6r. de unidades, se calcul.6 e l  coeficiente de 
se6imentacibn ( S ) :  
S = 2,303 d log x/ d t  
( 2G)2  - v2 
- - 
donde , 
x: dietancia ( c m )  
t: tiempo (minutes) 
v: velocidad (qm) 
En algunos casos se efectuaron corridas a diferentes concentra -
ciones y del g-dfico de 1/S en fumi6n de l a  concentracibn, se calcd.6 
C R O M A T O G R A F I A  S O B R E  P A P E L  Y P L A C A  
E L G A D A 
7-r - 
Las cromatograffas sobre papel se realizaron por e l  metodo deg 
oendente empleando papel Whatman NO 1 y 3 Ml1. 
m-.- I < - '  
1: .' Para l a s  cromatograffas en placa delgada se utrilizaron celulo- 
I- 
- Sa m i c r o c ~ s t a l i n a  Avicel (3'. Ii1. C. Corporation, 3.E.U.U.) y Sil icagel  
G (Merck, Alemania) como fases f'ijas, aplricadas sobre placas de -csj_drio 
I 
de 10 om x 20 cm para l a s  cromatograffas anali t isas,  y de 20 cm x 20 
, om para l a s  preparativas. 
S OLVE~LTES 
Las mlnciones se expresaron en volumen. 
I) n-butanol, piridina, agua; 6:4:3 
2 )  n-butanol, piridina, agua; 9:5:8 
3) acetato de e t i lo ,  piridina, agua; 10;4:3 
4 )  acetato de eizilo, piyidina, agua; 2:1:2 (caps superior) 
5 )  acetato c7.e e t i lo ,  Acido ac4tic0, h i d o  f6rmic0, agua; 90:15:5:20 
6)  n-propanol, agua; 7: 3 
7) n-propanol, amodaco, agua; 6:3:1 
.' = 
a )  3 i f t a l a to  de anilina: 
. 
Se prepar6 disolviendo 0,93 g de anilina (bidestilada al vacio 
sobre  Zn) y 1 , 6  g do &ciao f t6 l ico  en 100 m l  de n-butanol saturado cox 
agua. Los crozr;atogramas se rociaron con e l  mactivo y se secaron en 
i 'esfufa a 105" durante 5 minutos. Las aldohexosas y 10s doidos ur6nicos E adquieren color marrh ,  mieni;ras que l a s  aldopent osas present an color I rosado. . 
E l  reactivo se preparb tambibn segfin l a  tecnica descrripta por 
I - Wilson (1959). Se disolvieron 1 , 6 6  g de Acid0 f t8 l i c0  y 0,91 g de ani- C - Tina en ma mezcla formada por  48 m l  de n-butanol, 40 ml de Bter e t f& 
co y 4 ml de agua. E l  reactivo es estable por dos semanas, guardado en 
heladera. Los cromatogramas se sumergieron en e l  reactivo, se secaron 
a temperatura mbiente y se  mvelaron cdentando en estufa a 105O du- 
rante 10 a 15  minutos. 
b )  Clorhidrato de p-anisidrim: 
Se prepar6 segfin l a  tecrdca de Pridham (19516)~ diaolviendo 1 , 0  
g de clorhidrato de p-anisidim en 1 0  ml de metanol absoluto y llevan- 
do a 100 nil. con n-butanol. Se agreg6 0 , l  g i- Ixidrosulfi ' to de s o d i o  y 
se guard6 l a  soluci6n en heladera. Los  cromatogramas se rociaron con 
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e l  r e a c t i v o  y s e  seca ron  e n  e s t u f a  a 120° durante  10 minutos. Las a l d g  
pen tosas  darl c o l o r  rosado,  10s &cidos  ur6nicos marrbn r o j i z o  y l a s  al- 
dohexosas marrdn. Se d e t e c t a n  de l a 1 5  ,kg de azficar reductor .  
c )  l t i t r a t o  de plata-hridr6xido de sodio :  
Se p repar6  segfin l a  t d c n i c a  d e s c r i p t a  por Trevelgan y c o l .  
(1950). Se agregaron 0 , l  m l  de una s o l u c i 6 n  acuosa s a t u r a d a  de n i t r a t c  
de p l a t a  a 20 ml de a c e t o m ,  E l  p r e c i p i t a d o  de n i t r a t o  de platn,  obtemi 
do s e  r e d i s o l v i 6  p o r  agregado de l a  m f n i m a  c a n t i d a d  do agua. Los croma 
togramas s e  sumergieron e n  La s o l u c i 6 n  a n t e r i o r  y s e  seca ron  a t empers  
t u r a  m b i e n t e .  D e s p d s  de 3 a 4 minutos s e  pulvexizaron  oon so luc i6n  
iie kcidrbxido de s o d i o  0 ,5  N e n  e t a n o l  50  $. 
Los azficares r e d u c t o r e s  y a lcoho les  p o l i ~ d r o x i l a d o s  aparecen 
cono manchas marrdn oscuras .  Laa lilanchas obterridas s e  f i  jaron,  s e g h  
l a  t8cn;ica d e s c r i p t a  p o r  Benson y c o l .  (1952),  p o r  inmers i6n  e n  una sg 
l u c i d n  acuosa de t j o s u l f  a t o  de s o d i o  5 74. La c a n t i d a d  d n i m a  detec ta-  
b l e  de azficares r e d u c t o r e s  e s  de 2 a 20 p g .  
d) Heact ivo  p a r a  c e t o s a s  : r e s o r c i n o l  bc ido-c lorhfdr ico  
Se preparb.  segtin l a  t b c n i c a  d e s c r i p t a  p o r  Hough y c o l .  (1950).  
Se p u l v e r i z a r o n  10s cromatogramas con l a  s o l u c i 6 n  que r e s u l t 6  de mez- 
c i a r  v o l h e n e s  i g u a l e s  de una s o l u c i 6 n  1 $ de r e s o r c i n o l  en  n-butanol 
y dc ido  c l o r h f d r i c o  0,25 21. La mezcla s e  prepard  inmediatamelite a n t e s  
de s u  uso. Los cromatogramas s e  seca ron  a tempera tura  ambiente y s o  rg 
v e l a r o n  p o r  ca lentamiento  e n  e s t u f a  a SO0 durante  1 0  minutos. Las c e t q  
a a s  dan un c o l o r  r o  j o  c a r q c l e d s t i c o .  En e s t a s  oondjciones l a s  a ldosas  
no reve lan .  
e ) React ivo  p a r a  a l c o h o l e s  p o l i h i  CtroxLlados : 6 c i  do p e r i  bdioo-benci dina 
Se preparb  s e g h  l a  t tJcnica de Gordon y c o l .  (1956). La so lu -  
c i 6 n  madre de Bcido p e r i b d i c o  s e  obtuvo disolv5endo 228 m g  de Bcido pg 
r5.bdico e n  1 0  m l  de agua. E s t a  s o l u c i b n  e s  r e l a t ivamente  e s t a b l e  y pug 
de s e r  guardada pox v a r i a s  semanas a t e m p e r a t m a  ambiente. EL reactive 
de Acido p e r i d d i c o  p a r a  e l  r eve lado  s e  p reparb  di luyendo 1 r n l  de l a  sg 
l u c i 6 n  madre cox 1 9  m 1  de acetona.  E s t a  s o ~ u c i d n  e s  i n e s t a b l e  y debe 
s e r  p m p a r a d a  con no m 6 s  de t r e s  horas  de a n t i c i p a c i b n .  Es un oxidante  
e s p e c f f i c o  de 1 , 2 - ~ c o l e s .  
E l  r e a c t i v o  de benc id ina  s e  prepard  d i so lv iendo  184 mg de ben- 
c i d i n a  e n  una megola de O,6 m l  de 6c ido  a c 6 t i c o  g l a c i a l ,  4 ,4  m l  de 
agua y 95 m l  de acetona. La s o l u c i 6 n  r e s l f i t a n t e  e s  a m a r i l l a  y puede 
oonservarse  indefinidamente.  S i r v e  p a r a  d e t e c t a r  e l  ficido p e r i d d i c o  
que no reaccionb.  
E l  r eve lado  de 10s cromatograzuas so ~ l e v b  a cab0 pulver izando 
e l  p a p e l  con e l  r e a c t i v o  de gc ido  pe r i6d ico ,  dej&ndolo s e c a r  =i;L  ire a 
y=l -  
I 
t .+- 
teaperatma a b i e n t e  durante 3 6 4 minutes , pulveri z6ndolo finalmente 
oon l a  solucibn de bencidina y bj&ndolo seoar nusvamente al aire. A 
medida que e l  cramatograma se va secando, e l  fondo adquiere e l  color 
azul csractem'stico de l a  bencidine oxidada ( "azul de bencidinau) y sg 
bre e l  m i s m o  se observan l a s  manchas blancas o amaxillas indicativas 
de l a  presencia de alooholes polihidroxilados. E l  m4ximo contraste se 
obtiene dentro de l o s  5 a 1 0  minutos. 
9) Reactivo para aminoazfic~res : acetilacetona-dimetilaminobenz&Ldehjdo 
Se prepard s e g h  l a  t6cnrica descrjpta por Partridge (1949). E l  
reactivo de acetilacetona se prepard agregando 0,s ml de una solucibn 
de h i d r d x i d o  de potasio 1 0  $ en etanol-agua (4:1, en vol. ) a 1 0  m l  de 
m a  solucibn de acetilacetona-n-butanol (1:100, en vol. ) . 31 reactivo 
de p-dinetilaminobenzaldehido se obtuvo disolviendo 1 g deL m i s m o  en 
30 m l  de etanol y agregando 30 m l  de acid0 c l o r h f ~ o o  concentrado, La 
soluci6n se diluyb a L O O  m l  con n-butanol redestilado. Esta soluci 6n 
es estable p o r  varias semanas. 
Los oromatogramas son pulvexizados primer0 con e l  reactivo de 
acetilacetona y se calientan a 105O durante 5 minutos. Se pulverjzan 
luego oon e l  reactivo de p-dimetilaminobenzaldehido y se revelan p o r  
calentamiento a go0 durante 5 minutos. Ilas Iiexosanrintzs libre-s dan man- 
chas o o l o r  rojo y l a  N-acetilglucosamina da manchas ctolor pt!kpura v i o -  
l&ceo. 
g )  Beactivo para anino6cidos: ninhjdfina 
Se prepar6 segdn l a  tecnica de Consden (1948). Se d i s o l v i 6  0 ,3  
' g. de ninhidrina en 100 m l  de una meecla de 95 partes de n-butanol y 5 
partes de Qcido acdtico 2 N (en volmen) . Los cromatogramas, una vez 
pulverizados, se secaron a1 a i r e  y firalmente en estufa a 105O dinante 
5 minutos, Los amino6cidos adquieren un color aeul viol6ceo ca rac tedg  
t ico.  
C R O M A T O C R A P I A  G A S E O S A  
La identificacibn y valoracibn de 10s azbares  por  cromatogra- 
f f a  gas-lfquido, se l lev6 a cabo siguiendo l a s  t6cnicas descriptas por 
Reinhold (1972) para e l  a n a i s i s  de 10s hidratos de carbono comrknmente 
enoo~trados en l a s  glicoprotefnas (ver Aphdice, p6g. 217). Se u t i l i z6  
un Hewlett-Packard Research Gas Chronatograph modelo 5750 B, equip2 
do con un detector de ionizacibn de llama y un registrador Hewlett-Pa- 
ckard modelo 7127 A.  
m!L'm-OIiI SIS 
Las soluciones de cloruro de lxidrlbgeno en rnetanol se pmpara- 
ron siguiendo l a  t6cnica de Rees y Wight (1969) p o r  adicidn de cloruro 
de ace t i l o  a metanol anhidro: 3,5:100, en vole  para l a  soluci6n 0,5 N 
y 2,9:100, en vole  para l a  soluci6n a1  1 ,5  $, 
Procedimiento 1 
La muestra (1,50-8,00 mg ( 2  0,02 mg) dependiendo de l a  oantidad 
y composicidn en hidratos de carbono) se  pes6 en un tubo para precin- 
t a r  de 3 m l ,  junto con mesoinositol (The Br i t i sh  Drug IIouses Ltd., 111- 
gla te r ra )  como patr6n interno de referencia (0,30-0,50 mg ( 5  0,02 ng)). 
Se pmcintd e l  tub0 y se agreg6 1 m l  de l a  solucidn de cloruro de h i -  
drdgeno 0,5 lliI en metanol anhidro, E l  calentmiento se efectu6 a 6 5 O  d& 
rante 1 6  horas. 
Procedimiento 2 I 
Se pesaron l a  muestra y e l  mesoinositol segfin l o  indicado en 
e l  Procedimiento 1, pero se  l l ev6  a cab0 l a  h id rb l i s i s  previa por e l  
m6todo de Albersheim y col. (1967), trat6ndolos con soluci6n de &cidc 
t r i f luoracdt ico  2 N (0,2 m l )  durante 2 horas a 121°. La mues-bra se l l e  -
v6 a seco bajo corr iente de nitrbgeno y se prepararon 10s n e t i l g ~ c 6 s f  
dos de acuerdo con e l  Procedimiento 1, E l  tratamiento con solucibn 
acuosa de Acid0 t r i f luorac4t ico   tier^ por ob jet0 l a  mcuperacidn t o t a l  
de 10s aminoazficares. 
Proce & m i  ent o 3 
Con e l  objeto de asegurar un m&xilzo ae recuperaci6n tie 10s BcL 
dos neurarainicos, l a  netandZisis se l levb a cabo durante 1 ,5  horas en. 
vez de 16 horas, seguida por La evaporacibn del  solvente y l a  derivatf 
{I 
zacidn directa.  
En 10s t r e s  procedimientos se  efectuaron paralelamente blancos 
l i b m s  de muestra, 
TRATDdIEIYFO Ill3 LOS PROIXTCTOS JX I~TANOLISIS 
Las  mues-ttras prmenientes de l a s  ne-ban6lisis9 ef ectuadas por 
10s Procedimientos 1 6 2,  se l levaron a seco bajo oorriente de nitr6gg 
no y l a  N-acekLlacidn de 10s grupos -no l i b r e s  se efectub en e l  mis- 
mo tubo suspendiendo o disolv5endo e l  material  en 0 , l  nil de pix5dina 
anhidra y agregando 0 , l  m l  de anhidxLdo acdtico, Se agi tb  y se evapord 
a sequedad y l a  0-acetilacidn parc ia l  aimul-tSnea producida se  eliminb, 
luego de precintzlr e l  tubo, reflujando con 1 ml de solucidn de cloruro 
de hidr6geno 0,5 M en metanol anhidro durante 1 hora, Luego de evapo- 
r a r  e l  solvente l a s  muestraa fueron secadas en desecador de vacfo sobre 
pentdxido de f6sforo e hidrdxido de sodio durante una noche antes de 
s e r  derivatizadas. 
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PREPARACION DE LOS TXPDIPILSILIL I3ERIVADOS 
Se util;izaron como derivados de 10s hidratos de oarbono 10s 0- 
tx5met i l s i l i l  (IPTaS) Qteres, preparados s e g h  l a  t6onica de Sweeley y 
col. (1963). 
Reactivos necesaAos : 
Pirjdrina a a d r a ,  bidestilada sobre hidrbfido de so&o y guardaba SO- 
bre h i d r u r o  de calcio en ausencia de luz. 
Hexametildrisilazano. 
Trime tilclorosilano. 
I Ambos r eac t~vos  fueron usados t a l  como se suministran comer- 
, oiaJ,mente, 
Proce dimie nto : 
E l  hidrato de carbono, convenientemente pesado (5-10 ug) en e l  
tubo de macci6n y precirrbado, se d i s o l v i 6  o suspendid en piridina (1 
ml), y luego se t r a t6 ,  primer0 con hexametildisilazano ( 0 , 2  m l ) ,  segG 
do do tximetilclorosilano (0,1 a). La mezcla se agit6 durante 30 se- 
gundos liasta disoluci6n t o t a l  de 10s hidratos de oarbono, despuds de 
l o  cual se dej6 a tenperatura ambiente durante 15 minutos. Prevto a l a  
inyeocibn en e l  cromat6grafo gaseoso se centrifugb l a  mezcla dumnte 
20 a 30 minutos. En estas condiciones, l a  soluci6n de 10s 'PMS deriva- 
dos puede s e r  conservada en refrigerador durante varias semanas. 
.MIIR4CCIOlJ Dl3 LOS TNS DEFJVADOS 
Con e l  objeto de ev i t a r  un pico excesivo de l a  pixidina, que 
pudiera i n t e r f e f i r  en l a  deteminacidn de 10s hidratos de carbono de 
bajos tLempos de retencibn, 10s !IN3 derivados fueron extrafdos con 
n-heptano. Para e l l o  se separ6 -per centrifugacibn e l  material insolu- 
ble en e l  reactivo de s i l i lac idn,  se concentrd l a  soluci6n sobrenadan- 
te bajo corrient.3 de nitr6gen0, centrifugando e l  mateea l  insoluble d~ 
rante l a  evaporacibn, y finalmente l a  solucidn concentrada (0,2 m l  
aproldmadamente) se extrajo con n-heptano (1 nl x 3)  y se separaron 
10s sobrenadantes por centrifugaci6n. E s t o s  se munieron y se evaporb 
e l  exceso de n-heptano hasta 100 , k t 1  aproximadamente, con l o  que l a  
maestra qued6 U s t a  para l a  inyeccidn en e l  cromat6grafo gaseoso. Para 
l a  inyecci6n de l a s  muestras se utiLiz6 una jeringa Hamilton 701 N (10 
Pl), empleando e l  mdtodo del I1solvent flushi1 : se tomaron 1 a 2 A 1  de 
solvente con l a  jeringa seguidos de un pequeiio volwnen de a i re  y luego 
l a  muestra. 
PREPARACION DE LOS AZUCARES TESTIGO 
Se uti l izaron monosac&ri dos oomerciales (The Brit ish B u g  Hou- 
ses Ltd. ,  ~ n g l a t e r r a )  quo se secaron hasta peso constante y se maron 
s i n  p u r i f  icar.  (Resultaron cromatogrdfi camente puros por cromatograffa 
sobre papel). 
u6todo 1 
Se prepararon 10s aretilglicbsi dos de l a  It-arabinosa, U-xilosa, 
D-manosa, D-galact osa, D-glucosa, L-f uoosa, L-ramnosa, D-gluouromto 
l o  siguiendo e l  Proobdimiento 1. La remocidn del solvente se llevd a 
cab0 bajo corriente de nitr6geno. 
Los derivadoa de. l a s  aminohexosas (rnetil-2-acetamido-2~-desox.i - 
D-galaotosa y metil-2-acetan~i do-2-desoxi--D--gl~c0~a ) 1.18 0bt~~r i .e  ron tan- 
t o  a p a r t i r  del olorhidrato de h e x o s a n a  como a parbir del 1;-acetil 
derivado corres~on&iente, siguiendo e l  Procedirdento 1 y e l  tratamien- 
t o  posterjor indicado para 10s productos de metandlisis d.e l a s  glioo- 
protebnas. 
E l  metilglic6aido del N-acetil-neuraminato de metilo se prepa- 
r 6  de acuerdo a l o  indicado en e l  Procedimiento 3. 
La pmparacidn de 10s meti1il;licbsidos de l a  L-arabinosa, D-xi- 
losa, D-manosa y L-fucosa, se llevd a cabo reflujando durante 3 horas 
1 g del azficar con 20 m l  de ~ o l u c i b i ~  de cloruro de hidr6geno 1,5 en 
metanol anbxidro. E l  ftcido se ne~rtral iz6 con ctlrbonato de plata y l a  S g  
lucidn se f i l t r 6 ,  se t r a t 6  con carb6n activado y se r e f i l t r 6 .  E l  fil- 
trado se evapor6 a presibn reducida hasta obtener un jarabe, que So dg 
j b  cr i s ta l izar .  Los dexivados se secaron a a l t o  vacio y se ut i l izaron 
t a l  c w l .  
Carbonato de plata: se pl.eparb por  adicibn de una solucidn de carbona- 
t o  de s o d i o  8,8 $ a u m  solucidn de Mtra to  de plata 8,6 6. La solu- 
cibn de carbonato de s o d i o  se agreg6 lentarnente y con agitacidn vigorg, 
sa. Se f i l t r 6 ,  se lav6 con acetona y se seo6 a1  a i re .  Todas I a s  opera- 
ciones se efectuaron en l a  penumbra, 
Pl33PARACION DE LAS S OLUCI OITES TESTIGO 
Se trtilizaron soluciones tes t igo conteniendo e l  azficar y e l  me 
soinositol on rolaciones molares vazciables ( 0 , 5  a 2 ) ,  y ruezclas de doS 
a t r e s  monosac6ridos con mesoinositol en itistintas relaciones nolares. 
Para e l l o  se pesaron l a s  cantidades adecuadas de azdcar l i b r e  y aesoi- 
nositol,  no superando e l  t o t a l  10s 1 0  mg, y se pmpararon 10s metilgli  -
c6sidos siguiendo e l  MQtodo 1 y utilizando 2 m l  de soluci6n de cloruro 
de hidrbgeno G , 5  Id en metanol anhidro. 
Los DPTS derivados se prepararon en l a  foma indicada en l a  t6c 
nica general. 
Las solusiones tes t igo conteniendo 10s netilglricdsidos obteuli- 
dos por e l  &Idtodo 2, se prepararon pesando l a s  oantidades comspon- 
dientes del  derivado y del  mesoinositol (relaoibn molar 0,5 a 2 )  y sig 
tetizando direotamente 10s TMS derivados. 
PREPARACION DE LAS COLUIYLNAS 
Se emplearon columnas de acero inoxidable de 6 p ies  de largo 
(1,83 m) por 1,8 y 1,5  m de d i h e t r o  Lnterno. 
Las columnas ut i l izadas fueron de t r e s  Mpos: (1) SE--30 a1 3 $ 
sobre Chromosorb W AW/TO;iCS, malla 60-80; ( 2 )  CN-17 a1 3 $ sobre Chromq 
s o r b  W HP, malla 80-100 (ambas oolmnas se  usaron t a l  como se suminis- 
t r a n  oomercialmente, Hewlett-Packard Ltd. ) ; y (3)  OV-17 al 0,5 % sobre 
Chromosorb G AW/IIdCS, na l l a  60-80. Esta &tima se prepard disolviendo 
' 0,05 g de l a  fase lfquida (OV-17) en 5 m l  de olomfomo y agregando l a  
soluci6n a LO g del  soporte  plied Science Laboratories Inc. ) oolocg 
dos en un reoipiente . E l  solvente se de j 6 evaporar esponti5neamente 
mientras se a g i t 6  el recipiente. Se prooedib luego a3 empaquetasriento 
de l a  colmna y al acondioionaxriento de l a  misma desde tem-pratura am- 
biente hasta  250° (10/7nin), mantenidndola a e s t a  temperatura durmte 2 
horas y utilizando un f l u j  o de nitrbgeno de 5 ml/minuto. 
CONDICIONES I1E OPEBAGION 
Las oon&iciones de operacidn empleadas (sistema dual) esthn ie 
dicadas en l a  Tabla 54. 
T&la 54. bdiciones de opm~i6n ~Hl i zadas  IN l a  d a m f f a  gaseesa. 
Gas pcrCad@ 
Flujo de graes: 
W a  (nllmin) 
Aim (ml/min) 
H i M g m  (inl/dn) 
r e -  
t%am de iqEccibn (0) 
Ibbtcr (O) 
Qxrafbn de la w l m  
T e n p m h  tnicfal (O) 
TePpgatua final (O) 
Y ~ l c c f ~  del pogma (0 /dn) 
I VeicciM de la & 
I M. walitativo (plldmin) 
MI. arantitativo (puldmin) 
ATlffiISIS CUALITA'PIY 0 - 
La soluctbn p2ridinica 0 ~1-heptanblica de 10s TMS dexivados de 
10s met i lg~cbs idos ,  se inyect6 en l a s  oolumnas apmpiadas. Con l a s  sg  
luoiones tes t igo se cdouLaron 10s tiempos de retencidn relatives a mg 
soinositol y l a s  6reas de 10s picos d a l  "patternu carac teds t ico  para 
cada azbcar (Tabla 55). 
En base a 10s datos obtenidos se  determind l a  oomposicidn en 
I ov-n 3 % a-n 4 5  s ! I I 9 3 0 3 %  
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C Se elcpresanxl am pacentaje del 5rw tatal y se lncluyea s6lo 10s vdllolles ccrrespondid a la picos sfgliflcativos; p, indfoa m 
pico pax folpdwte ga m fue d d d o  para el cakrilo de la rcspuesb mlativa molar. 
No ae incW HI 01 cdkulo L la m8spes$. ml&w da pw la ~14xqdc i6n  ~ E I  prafi$ rm pica de o h  cqmdas. 
e Se dxxmm salarrsn$ pdiendo del ulcrMdab de la k@na 
V a l m  ~btwiidcs prtimdo hl cldidato la bmsm~w 
m o n o s a c ~ ~ d o s  de 10s f idratos  de carbono de l a s  muestras. La identidad 
: de 10s azdcares se determind p o r  referencia a 10s compuestos autdnti- 
cos y se verificd p o r  co-cromatografia oon 10s mismos. 
A X f f i I S I S  CrCTANTITATIVO 
La cdibracidn del procedimiento t o t a l  utilizado (deade l a  me- 
tandl is is  Snasta e l  sisteina de detecoidn y regjstro)  se Uevd a cab0 
p o r  e l  mdtodo de l a  ojlibracibn relativa. Los factores de calibracidn 
(respuestas relat ivas rnolares) &me jan l a  recuperacidn t o t a l  resultag 
t e  de aplicnr a 10s azlkcares test igos,  l a  secuencia de operacior~s  des 
crriptas . 
Para cada uno de 10s azficares analizadou, se cromatografiaron 
soluciones conteniendo cantidades dis t in tas  de 10s TMS derivados de 
10s metilglicbsidos junto con e l  patrdn interno. Se midieron l a s  areas 
de 10s picos y para aquellos az6carea que aparecen en dos o m a s  fomnas, 
a1 area t o t a l  se tom6 como l a  smria del  &rea de 10s respectivos picos. 
La integracidn se llevd a cnbo multiplicando la altura del pico por e l  
ancho a l a  al tura media, usando una regla graduada al ma. Las &reas de 
10s ~ i c o s  no resueltoa totalmente se calcularon por sucesivas triangu- 
laciones. 
Se grafic6 e l  area re la t iva  t o t a l  de& azficar respecto a La del 
patrdn interno en funuibn de l a  relackdn molar correspondiente (Eigurra 
55) ,  y l a  respuesta re la t iva  (Tabla 56) se c a l o u l b  de l a  pendiente de 
l a  recta. En t odos  10s oasos ae observ6 linealidad para e l  rango de 
ooncentraoiones usado. 
Las muestras se anal;izaron en presenoia del patr6n intemo, y 
usando l a  respuesta re la t iva  molar del a z b a r  con respecto a1 m i s m o  
(Tabla 5 6 ) ,  se calcularon l a s  oa~tidailes de cada monosacBrjao presen- 
t e  en l a  muestra mediante l a  siguiente expresibn: 

para oonocer 10s picos provenien%es de 168 ma6%ivos, de 10s solventes, 
do adefac tos  de 10s mismos o de impurezas, y l a  posibiUdad de ataque 
de 10s tapones u t i ~ z a d o s .  
Como l a  proporcidn de l a s  Breas de 10s picos de monosac6ridos 
que presentan multipletes es constante dentro de 10s l h i t e s  del e r ror  
experjmental (Tabla 55) ,  l a  oantidad de m6aosac&ridos se calculb, para 
aquellos oasos en que hay superposicidn de plcos de distintos monosac& 
r j d o s ,  a p a r t i r  del o de 10s ~ i c o s  no superpuestos, 
E l  ndtodo (ecuaci6n 2)  posee una exactitud d.e ? 8-10 $. * 
Tabla 56. F b p m b  n1aHva mlar B 10s Th6 ddvadcs de la metilgli&ldos de los nonosacMdce ~ a d o s . ~  
C fba la deter;slInacfbn de la mpuesta relativa molar, se efectu6 paalelslinente la d m a  gasam de las solmiones M i g o  sin pa- 
m t r 6 . 1  interno, se calcularcn las 8tws nldivas de 10s picos mteridicos y a partir ds Qstas, las k s s  da 10s picos o m i d o s  p - ~  
el assoinasib3. 
La separaci.6n y p~ufificaoi6n de l a s  fraociones p o r  cromatogra- 
f f a  sobre geles, se l levd a cab0 sobre 10s siguientes tipos: Sephadox 
G-200, G-100, G-25 y G-15, paxrtzcula f ina  (AB Pharmacia, Uppsda, Sue- 
c i a ) ,  utilizando un oolector de fracciones Gilson ( ~ i l s o n  Nedical m e 2  
tronics,  PL!ddleton, Ri.soonsin). 
La preparacidn de 10s gales se redLiz6 agi3gand0 l a s  p a d o u -  
l a s  seoas, lentamente y con agitaci6n constante para ev i ta r  l a  fomna- 
cidn de grmos, a un gran exceso de agua o de l a  so~uci6n  usnda para 
l a  eluci6n. La Ixidratacibn del ge l  -- el hi.nchaniento m6ximo de 10s m i g  
163 
mos se obtuvo dejando l a  suspensibn a temperaturn ambiente durante e l  
pedodo de tiempo especifioado para oada t igo de gel  ( 3  hs para Sepha- 
dex G-15 y G-25, y t r e s  &as para Sephadex G-100 y G-200). Para e l  em- 
paquetmiento de l a s  columnas se u t i l i zb  una suspensi6n dilufda de 10s 
geles, de viscosidad adecuada, a 10s efectos de f a c i l i t a r  l a  elimina- 
ci6n de l a s  burbujas de aire.  Las cromatograffas se efectu~rol i  a temp2 
ratura ambiente. 
Antes de usar l a s  columnas se oontrol6 s u  homogeneidad y se dg 
ternin6 e l  volurnen de exclusi6n seinbrando una soluci6n de Blue Ihxtran 
(AB Pharmacia, Uppsala, Suecia) al 0 , 2  $ en e l  eluyente correspondien- 
t e  y en un volumen del 1 a1 2 $ del volumen t o t a l  de l a  colmna. E l  
elufdo se reoogi6 en fracciones iguales a l a s  usadas en oada oaso con 
l a s  muostras. Se dotemin6 l a  absorbancia del elufdo a 254 m, y del 
grgfioo de absorbancia en funci6n del volumen de elucibn, se cal.cuJ-6 
e l  volwnen de exclusi6n. 
Los  eluyentes empleados fueron: agua, solucibn de c lorwo de 
sodio 0,05 13 y solucidn acuosa de etanol 10 $. Cua~do l a s  columnas no 
se usaron, se agregd a1 elwente aziida de sodjlo oomo agente baaterioa- 
t&t i co  en una concentraci6n del 0,02 5. 
Para l a s  cromatografias analf t icas se usaron columnas de 30 x 
1,8 cn, velocidades de f l u j o  de 6 a 9 ml/11 y se recogieron fmcciones 
de 2,7 nil. Para l a s  preparativas se emplearon col~unnas de 75 x 4,5 cm, 
velocidades de f lu jo  de 9 a 15 ml /h ,  recogie~do fracciones de 1 0  a 14 
ml . 
La eliminaci6n de l a s  sales se llevC a cabo sobre una oolumna 
de Sephadex G-15 (50  x 1,9 cm) oon una velocidad de f lu jo  de 20 ml/h y 
se recogieron fracciones de 6,9 a 7,4 m l ;  cuando fue necesaxio l a  rc- 
cromatograffa, so u t i l i z6  una columna de 45 x 3,2 om, velocidades de 
f lu jo  de 15 a 20 ml/h y se recogieron fracciones de 6,3 r a l ,  o de 38 x 
3,2 cm, recogiendo volhencs de 6,7 m l .  
Sobre l a s  fracciones elufdas se detemin6 e l  oorrtenido en h i -  
dratos de carbon0 con e l  reactivo de fenol-&ciao s u l f h i o o  (mbtodo de 
Dubois y co1.(1956), detallado m a s  a d e l a t e ,  p6g. 173), y se grafica- 
ron 10s valores de l a  absorbancia a 480 nm en funci6n del volmen de 
elucibn, Simfit&neamente se detemrcin6 l a  posicidn de l a s  proteinas m i -  
Zlriendo l a  absorbancia a 280 m de l a s  fracciones e l d d a s  y graficmdo 
en funcidn del volmen de eluci6n. En ambos casos se efectuaron l a s  di -
luciones apropiadas y en e l  caso de l a s  cromatograffas analftfcas, 10s 
valores se refLrieron a1 peso de muestra sembrada para obtener datos 
comparables . 
Se reunieron 10s volhenes corrospondientes a l a s  fraccioms 
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separadas y Qstas se recuperaron por concentraci6n y Iiofil;izaci6n de 
BUS soluciones. 
Cromatograffa de intercambio ibnico 
Se ut i l izaron 10s siguientcs t i p o s  de i n t e r c m ~ a d o r e s  i6nicos: 
%addephadex  A-50 y SPSephadex C-50 ( AB Phamacia, Uppsala, ~ u e o i a )  .
Los geles se prepararon en l a  f orma antes indicada, equriUbr6p 
dolos con l a  soluci6n buffer a usar mediante rewvacibn espor6dica de 
l a  misma (1 a 2 &as a temperatura ambiente) . 
50s eluyentes empleados fueron en e l  primer caso, soluci6n bu- 
.. f f e r  de t r i s  50 inU, pH 8,0 (,kl;J0,03)(se prepar6 mezclando 50 ml de SO- 
: lucidn de t r is  (trihidroximetilaminometano) 0 , 2  Id y 26,8 m l  de solu- 
ci6n de Bcido cloxhfdrioo 0 9 2  I![ y llevando a 200 m l  con agua); y en e l  
segundo oaso, soluci6n buffer de acetato 20 mM, pH 5,O (p 2 0 , 0 2 ) ( ~ r e -  
parada mezclando 20 m l  de soluci6n de acetato de sodjo 2 M y 3,7 m l  de 
aoluoi6n de Bcido ac6tico 3,5 M y diluyendo a 2 l i t r o s ) .  En ambos ca- 
s o s  l a  eluci6n se l lev6 a cab0 con un gradiente de cloruro de sod3.o (0 
a 500 dU) en l a  soluci6n buffer. 
Las cromatograffaa se realizaron en una columm de 50 x 2 cm, 
con velocidades de f l u j o  de 4 a 9 m l / h  y so recogieron fracciones de 1 
ml, u'cilizando un colector au.tosll8ti.co Gilson. 
Sobre l a s  fracciones elurldas se deteminb el contenido en hi- 
d.ratos de carbono en l a  fomna indicaiia para l a  cromatograffa sobre ge- 
l e s ,  y e l  contenido en proteinas, p o r  e l  metodo de Lowry y col. (1951) 
(ver m6s adelaate, p&g. 185 ). Lh ambos casos se efectuaron l a s  djlucig 
1 nes apropiadas. 
I 
M E T O D O S  E L E C T R O F O R E T I C O S  
Las electrof oresis se llevaron a cabo en un apamto de elect= 
fores is  con refrigeracidn en l a s  dos placas del cierre a presi6n (E-C 
Apparatus Corporations, modelo EC 451). 
Para laa eleotrofomsis de Las fracoiones se u t i l i z6  papel de 
f i b r a  de v i d r i o  y solucidn de bidrdxido de potasio 30 $ oomo medio i o -  
nizante. Las muestras se sembra~on en solucidn de ~ d r 6 x i d o  de potasio 
30 $ (concentracibn aproximada 1 $) y se efectuaron corridas ae 60 a 
120 minutos, aplicando de 80 a 180 volts .  Los papeles se secaron a t e a  
- 
t ' peratura anbiente y se revelaron con soluci6n de permanganato de pota- 
s i o  0,5 $ en hidr6xido de s o d i o  1 li, cdentando en estufa a 100° durap 
t e  unos pocos nrinutos (manchas blancas o amarillo pardusco sobre fondo 
rosa v i  olAceo) 
Para l a s  electroforesis de 10s productos do 'hj_d.rbl.i.sis de l a s  
f r a o o i o n e s  s e  u t i l i z 6  p a p e l  Whatman 3 ~~ y soluoiones  b u f f e ~  & b o r a t o  
de s o d i o  0 , 2  N a pH 9 ,2  o  de Bcido ac6t ioo-ace ta to  de s o d i o  a pH 5. Se 
e f e c t u a r o n  oorf idas  tie 2 a 4 horas  ap l i cando  de 400 a 600 v o l t s .  LOS 
pape les  s e  seca ron  p r i ~ r o  a1 a i r e  y l uego  e n  e s t u f a ,  y s e  r e v e l a r o n  
con s o l u c i d n  de b i f t d a t o  de a n j U n a  ( r e v e l a d o r  a ) .  
E L E C T R O P O R E S I S  -- S O B R E  A C E T A T O  D E  
C E L U L O S A  
Se l l e v a r o n  a oabo u t i l i z a n d o  bandas de 8 ,5  x 2,5 cm e q u j l i b r a  -
das prevlamente oon l a  s o l u c i 6 n  b u f f e r  a u t i l i z a r .  Se oolocaron 4 1 h l  
de l a  n u e s t r a  sobre  e l  a p l i o a d o r  y s e  senbrd  l a  misma a 1 , 5  om d e l  b o g  
de e x t e r n o  d e l  extremo oatbdioo. Las i n t e n s i d a d e s  de oorr i .ente  onplea- 
das f m r o n  de 1,5,  2,O y 3,0  mkap/banda durante  t iempos de 15  a 60 m i -  
nu tos ,  y l e s  so luc iones  b u f f e r  ( b u f f e r  de n!iiller ( K i l l e r  y Golder, 
1950) )  usadas,  de pH 2 ,0 ,  7,0 y 6,5. 
La oo lo rao idn  de l a s  p r o t e i n a s  s e  e f e c t u d  sumergkendo las  ban- 
das e n  l a  s o l u o i d n  c o l o r a n t e  (Uegro Amido 10B 0,5 $ e n  metanol, h i d o  
a c b t i c o ,  agua 9:2:9, e n  v o l e )  durante  oinoo minutos exactos .  Se elimi- 
116 e l  exceso de s o l u c i 6 n  colora l l te  reemplazdndola p o r  l a  s o l u c i 6 n  de 
l avado  (metanol,  d c i  do acd t ioo ,  agua 9: 2:9, e n  v o l .  ) r e p e t i d a s  veces.  
E L E C T R O F O R E S I S  S O B R E  G E L  D E  
P O L I A C R I L A 3 ~ I D A  
Se U e v a r o n  a oabo s igu iendo  l a  t 6 c n i c a  d e s c f i p t a  p o r  Daxi-s 
Soluciones  necesa r i aa  
S o l u c i d n  A: a  48 ml de s o l u c i b n  de h i d o  clor lddxi .co 1 N s e  agregaron 
36,6  g de t r ih idroximet i laminometano y 0,23  m l  de N , N , N t  , B 1 - t e t r m e t i -  
lendiamina y s e  l l e v 6  a 100  m l  con agua. E l  pH de l a  s o i u c i d n  debe s e r  
SoZucibn B: s e  d i s o l x i e r o n  28,O g  de a c r i l a a i d a  y 0,735 g de N,llq-met& 
- 
l e n b i s a c r i l a m i d a  en 100  m l  de agua. 
Ambas ~ o l u c i o n e s ,  una v e z  f i l t r a d a s ,  s o n  e s t a b l e s  durante  va- 
~ % o s  meses guardadas e n  h e l a d e r a  e n  f r a s c o s  c o l o r  c a r m e l o .  
So luc idn  de p e r s u l f a t o  de anonio 0 ,14  $ eh agua: s e  p m p a r 6  e n  e l  no- 
mento .& s e r  usada. 
So luc i6nmadre  bu9for 8 ,3) :  s e  d i s o l v i e r o n  6,0 g de t r i h i h x i m e t &  
Laminametano y 28,8  g de g l i c i n a  e n  100 m l  do agw y s e  l l e v d  a 1000 
ml. Se u s 6  t a l  clual o  d i l u i d a  a1 media, 
Z)reparacidn d e l  g e l :  
Se  mezclaron 1 volumen de l a  s o l u c i b n  A,  dos v o l h e n e s  de l a  
s oh2.ci6n B, un volumen de agua d e s t i l a d a  y c u a t r o  v o l h e n e a  de l a  s o l &  
c i d n  tie p e r s u l f a t o  de amonio, cuidando do no i n t r o d u c i r  burbujas  de aL 
I re,  y se l a  soluci6n por l a  pared de 10s tubos, preriamente ta- 
pados en su parbe infer ior  oon bases de gorna, hasta aproximahente 4 
am de l a  parte superior. Se agreg6 sobre l a  soluci6n una oapa ds agua 
de 2 a 3 rnm a f i n  de eUminar e l  medsco o6ncavo bl gel. Se dejaron 
10s tubos Bn posici6n ver t ioal  a temperatura m o n t e  durante 25 a 30 
minutos para produoir l a  geUfica&6n0 La cantidad de so2uci 6n preparg 
da e s  de aproximadamente 1 0  m l  cada se i s  tubos de 125 x 10 rum. 
Prooe dimiento : 
Se oolooaron 10s tubos s i n  sus bases de goma en e l  aparato de 
eleotroforesis y se volc6 en oada compa~miento  electrddioo 200 m l  de 
I 
l a  solucibn buffer. Se disolvib l a  uuestra (20 m g )  en una aoluci6n de 
sacarosa al $0 $ (I m l )  y se senbrd (LO a 50 ~ 1 )  sobre l a  parte supe- 
z i o r  del gel. Se aplicd una corriente de 2 a 5 m~mp/tubo, y para v i s ~  
l i z a r  l a  corrida se agregb al compartimiento supxior ,  en algunos ca- 
s o s ,  una soluci6n de azul de bronofc?nol a1 0 , l  $ en etanol. Gcmpletada 
l a  migracibn (0 ,5  a 2 horas) se desprendieron 10s oiUndros de gel y 
se sumergieron dwante LO minutos en l a  solucidn colorante (Negro Ami- 
do 10.B 1 $ en ficido acetic0 7 $), se lavd con agua para e l in inar  e l  ex_ 
ceso y luego oon l a  soluoi6n de lavado ( h i d o  ac6tico 7 6) hasta oom- 
p le ta r  l a  deooloracibn. Los ciljndros de gel se conservaron en l a  mis- 
I m a  solucidn de lavado. 
? 3 E T O D O S  D E  D I A L I S I S  
Las &i&Lisis se efectuaron a temperatura ambiente usando tubas 
de celulosa ( ~ r t h u r  13. Thomas Company, FTiladelfia, EoEoUoUe) anudados 
en mbos  extremes. Los rol los contenLendo 10s tubos se conservaron, 
dentro de sus respectivas bolsas de polietileno, a temyeratura ambien- 
I 
t e  y en lugar fresco, a f i n  de ev i ta r  alteraciones oon e l  tiempo. 
Las diRlisis preparativas se realizaron en tubos de 27/32 y 
1 1/8 pulgadas da d i b e t r o  inflado, empleando agua corriente renavada 
a intervalos reguZares de tiempo. 
- Las dri&Lsis analfticas se llevaron a oabo en tubos de l /4 de 
,\ 
pulgada de &&metro inflado. Se disolvieron l a s  muestras (0,06 a 0 , l O  
g) en agua destilada (1 a 2 a) y se &alizaron contra 50 a 80 m l  ib 
agua destilada oon agitaci6n magndtica constante. Se tomaron alfouotas 
de l a s  aguas de di&isis y se deteminb, sobre diluciones apropiadas 
5 
' -80 l a s  mismas, e l  contenido en h i d r a t o s  de carbono to ta les  p o r  e l  meto 
do ae Dubois y col. (1956) y e l  contenido en cloruro de sodio por e l  
metodo de M0h.r. A p a r t i r  de estos valores se obtuxieron 10s #ioos 
de absorbancia a 480 nm, y del volwnen de soluci bn de d t r a t o  de plata 
0 , l  N, en f u n c i h  del tiempo de di&isis. Las agws ae ai&isis 3e re- 
novaron peri6dioamente y l a  fracci6n dializada se r e c u p r 6  p o r  conoen- 
- -7 
traci6n y l iofi l izaci6n.  La soluci6n conterdendo l a  fracci6n no dial.3.- 
eada se comentrb y Uofilrizb. 
Reducci6n del tanago del poro: 
Se uti l isaron dos procedriaientos : 
a )  Se sigui6 e l  mdtodo de Callanan y col. (1957) que oonsiste en oaleg 
t a r  10s tubos de celulosa en estufa a 90° dmante 24 horas. 
b )  La acetilaci6n & l a  membrana s o  r e d i z 6  segdn l a  t6cnics: desoripta 
p o r  Craig y Konisberg (1961).  
E l  tubo de d i 4 l i s i s  de l a  lo-tud adecuada, anudado en uno de 
aus  extrenos, se l len6 con agua des-tilada y se coloc6 e l  recipiente de 
di&isis conteniendo piridina. E l  agua dentro Cie l a  membrana se elimi- 
n6 por sucesivos lavados oon piridina y finalmente se reenplaz6 Q s t n  
p o r  una soluci6n de anhidrido acetido a1 1 0  $ en piridina ankidra. A l  
cab0 de aproximadamente 1 5  hores a Demperatura ambiente, l a  solucidn 
se reemplaz6 p o r  agna y l a  meabrana se Zavd durante varins horas con 
soluci6n de 6cido acetic0 0,01 N hasta e l h i n a r  totalmente l a  pir id ins t  
(no ro&s reduccidn de l a  absorbancia a 260 m luego de sucesivos lava- 
d o s ) .  La acetilaci6n de l a  neabrana s o  Uev6 a cabo inmediataslente an- 
t e s  de su u s ~ .  
I-IIDROLISIS  ACIDA TOTAL . 
I~k?t  odo 1 
Las muestras se hidrolizaron por calentamiento oon &ciao sulfg 
r ico 1 I T  ( 5  a 1 0  m g  de matexi.al/nl) en un t u b o  cerrado durailte 8 horas 
a 95-980. La soluci6n 6cida se enfrjd, se neutraLiz6 con carbonato do 
bario, se separd p o r  centrifugacibn e l  sulfato de bario formado y e l  
msrterial insoluble, y e l  sobrenadante se evapor6 a presi6n reaucida pz 
r a  insolubil izar  l a s  sales suspendidas. 31 hidrolizado asf obtenido se 
tom6 con agua (1 a 2 d) , se separ6 por centrifugacibn e l  material in- 
soluble g se n e v 6  nuevamente a sequ5daci. Se repi t i6  e l  tratamiento un 
pas de veces a 10s efectos de e l ia inar  l a s  sales de bario, y fj-nalmen- 
t e  se l lev6 a volumen (1 m l ) .  
En l a s  Mdr6l is is  pmparativas o en l a s  h idrd l i s i s  analfticas 
de mezclas comple jas, una vez separadas l a s  sales de bario, se prooe- 
di6 a l a  descationiz acidn y eliminaci 6n simult6nea de 10s aminodcidos 
p o r  adsoroidn en una columm de Amberlite IR-120 (H+) ( 3  x 0,7 CU) y 
lavado con agua. Los azficares se obtuvieron p o r  eluciBn exhaustiva con 
agua y 10s amino&cidos, pdptidos y aminoazficares por eluci6n con solu- 
lcidn de hidr6xido de amonio 4 N. Las fracciones se llevaron a seco por  
evaporaci6n a1 vacio g se  pesaron. Se tomaron con agua y se m.alizaron 
- - 
- I -  I J +  
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por oromatograffa en papol y placa delgada. La oromatograffa p r e p a r a a  
va de l  hidrolizado se efectud desarrollando dos veces e l  oro~llatogma; 
s e  oortaron 10s papeles por l a s  zonas correspondrientes a 10s dis t in tos  
asaoares, se  eluyeron con agua y se l levaron a sequedod a presi6n red& 
oi  da . 
Para l a s  fraooiones HA y KB y para aquellas subfraccioms do 
l a s  mismas oaracterizadas por l a  insolubi l idad en e l  medio de fracoio- 
namiento, se observ6 l a  presencia ae un msiduo insoluble remamnte al 
C 
oabo de l a  h i d r 6 ~ i s i s  y atr ibufble a1  contenido proteico de l a s  mismas. 
E ,  Metodo 2 
* - 
! 
E I;a hi.dr6lisis so Ilevd a cab0 en un tubo de ensayos disolvien- 
do l a  muestra en dcido sulffwico 72 $ (300 mg de matellal/ml) y d e j b  
. 
- do10 a SO0 durante 1 hora con agitacibn ocasional para asegurar l a  di- 
soluci6n completa. Luego de d i l u i r  con agua (28 m l / m l  de Bcido), se  c s  
r r 6  e l  tubo y l a  solucidn se calent6 a 95-98O durante 3 horas. La mu- 
t r d i z a c i b n  y purificaci6n del  hidrolizado se efectud como en  e l  MQto- 
do 1. 
Experiencias efectuadas en forma paralela  por 10s M6todos 1 y 
2 sobre l a  fraccidn HA, indicaron, por comparacidn de 10s resultados 
obtenjdos por cromatograffa sobre papel y pbaca delgada, l a  equivalen- 
c i a  entre -0s procedimientos de hidrbl is is .  
Ndtodo 3 
La muestra se  hridrolizb por calentamiento con 6cido fdmnico 5 
N ( 5  m g  de material/ml) en un tubo cerrado durante 8 horas a 100° 
(\?aldschmidt-~eitz y Hochstraser, 1961). E l  Mdrolizado se enfrid,  se 
evapor6 a presi6n reducida, se tom6 con dcido clorhfdrico 1 N, se des- 
cationizd y purificd por agitacibn con Amberlite IR-120 (H+) y se l l e -  
v6 a sequedad p o r  evaporaoi6n al vacfo. 
HIDROLISIS ACIDA PARCIAL 
La muestra se suspendid en 4cido sulfdrico 0,05 N (5 mg de ma- 
texAal/ml) y se  calentd en un tub0 cerrado durante 2 horas a 95-98O. 
La fraccidn degradada imolub le  se separd por centrifugacidn, se lav6 
oon agua hasta neutralidad y se secb, y e l  hidrolizado se neutrdlled y 
p w i f i o 6  en l a  forma indioada en e l  NQtodo 1. 
Las hidr6l;isia preparativas se l levaron a cab0 sobre 1 g de 
muestra calentando en un baEo de agua a ebullici6n. Se tomaron alfcuo- 
-bas del  sobrenadante ( 0 ~ 0 4  ml) , una vez decantado, a intervalos regulg 
res  de tiempo y se ensay6 con e l  reactivo de fenol-Acid0 sulffirioo. E l  
hidrolizado se neutraliz6 con carbonate de bafio, se separd por c e r r t a  
fugaoi6n e l  precipitado de l a s  sa les  cie ba~i .0,  e l  sobrenadante se  f i l -  
t r b  a t r a v b s  d.e un l e u 0  de o e l i t e  y s e  U e v 6  a sequedad oon e t a n o l  ak 
s o l u t o  y e ~ a ~ t ~ a t ~ i 6 . k  a p m s i d n  reducida.  E l  produoto obtenido  s e  e d r g  
j o  exhaustivamente con e t a n o l  33 $ ( I  m l  cada 25 m g  de m a t e r i a l )  y s e  
separd  e l  r e s i d u o  i n s o l a b l e  ( h i d r o l i z a d o  i n s o l u b l e  e n  e t a n o l  33 $) d e l  
h i d r o l i z a d o  so lub le .  E l  r e s i d u o  i n s o l u b l e  contemendo l a s  s a l e s  ds ba- 
r i o  s e  e d r a j o  sucesivamente con &cido c l o r h f d r i c o  0,01 I!? (110 nil) e n  
bafio de agua he lada  durante  2 y 1/2 horas  y 0,051 N (110 m l )  durante  
una noche, y con s o l u c i d n  s a t u r a d a  de s u l f a t o  de s o d i o  (100 ml) a temp% 
r a t u r a  ambiente durante  4 U a s  (dos veces )  y a 60° (150 ml) durante  22 
horas ,  Se midi6  e l  grado de s o l u b i l i z a c i 6 n  tomando a l f o u o t a s  d e l  s o b r z  
nndante ( 0 , l  a 1 ml) y ensayando con e l  r e a c t i v o  de feno l s6o ido  sulffi- 
r i c o .  Los e x t r a c t o s  s e  s e p a r a r o n  p o r  c e n t r i f u g a c i d n  y e n  10s dos &ti- 
mos oasos  s e  concent raron  a una c u a r t a  p a r t e  de s u  volumen, s e  d i a l i z g  
r o n  durante  24 horas  y s e  l i o f i l i z a r o n .  
M E T O D O S  - D E  O X I D A C I O R  C O N  P E R I O D A T O  
T E C N I C A  G E N E R A L  
En un matraz aforado s e  d i s o l v i d  o suspendid l a  muestra  en l a  
s o l u c i 6 n  de metaper iodato  de s o d i o  0,015 M (dos  a c u a t r o  v e c e s  e l  con- 
suo de p e r i o d a t o  esperado)  con a g i t a c i b n  y s e  1 1 ~ 1 ~ 6  a volumen con l a  
nisma s o l u c i  6n ( c o ~ i c e n t r a c i 6 n  de l a  s u s t a n c i a  a o x i d a r  de 0 , 3  a 0 ,4  46) .  
La oxidac ibn  s e  r e a l i z 6  a t e n p e r a t u r a  ambiente e n  ausenc ia  de l m .  Se 
midi6 e l  c o n s m o  de p e r i o d a t o  y l a  f o m a c i b n  de &ciao  f6mnico a distig 
t o s  t iempos h a s t a  que s e  observ6 c o n s t a n c i a  e n  e l  consumo fie oxidante  
y/o sobreoxidaci6n.  Para le lamente  s e  e f e c t u d  un blanco l i b r e  de azficar 
e n  l a s  mieman condiciones.  
D E T E ~ ! l I N A C I  ON DEG COHSUl\iTO Dl3 PERI ODAT 0. 
Se l l e v 6  a cab0 p o r  a 1  d t o d o  e s p e c t r o f o t o m 6 t ~ c o  (Guthr ie ,  
1962). 
Soluciones  necesavjas  
So luc idn  de metaper iodato  de s o d i o  0,015 1: s e  p repar6  p o r  d i s o l u c i 6 n  
de 160,4 m g  de metaper iodato  de s o d i o  e n  50 m l  de agua. 
So luc ibn  de i o d a t o  de p o t a s i o  0,015 IN: s e  p reparb  de i g u a l  forma a pa; 
tir de 160,5 m g  de i o d a t o  de po tas io .  
Construcci6n de l a  curva  p a t r d n  
Se mtdieron  l a s  absorbancias  a 223 m de l a s  so luc iones  t e s t i -  
go de metaper iodato  de s o d i o  y de i o d a t o  de p o t a s i o ,  d i l u f d a s  250 ve- 
c e s  (10s v a l o r e s  de absorbancia  o s c i l a n  a l r e d e d o r  de 0 , 6  y O , l ,  r e s p e g  
t ivamente)  y oe g r a f i c a r o n  e n  f u n c i d n  de las  conc3entraciones de las  
l u c i  ones orr iginales  (F igura  56) . 
ron 250 vecas. Se mi&b la abso~bancla  de l a  s o l u c i h  a 223 'm g se @ 
.t;em&nb el perisdato c o m ~ d o  a parkir  de Za c w a  patrbn, 
Se graf'iaaron 3.0s v d a r e s  de perjodato consWdo en j3.z.mi6n 
j deL tiempo de oxidaci6n hasta v a l o r  constante ; cuando se obsenrd sobre_ 
I olidstibn, se extrapol6 a tienpo cero para obtenar el perfodeto consu- 
I 
@do. Con ee te  &%o se caLociLaron l o s  grarnos de poL~sac&rAdo olcb(la&o k- , mol & per lo t la to  consrrmido (independiente de la estructura de l  pa- 
liSao(lriao) : 
a: pomenta3e de gm%efms dr? la muestm 
pr peso tie la rnuestra (g) 
v: volumenr de La a 0 1 u d n  (I@.) 
m: p e r i o & ~ a  oowumido (molar) 
%: peso uioleoular de la midad lb ;rzlomsac&;rj-do, iza1ouLad.a con2 
ciendo la carnpoaf ci6n de3, pol& aac&rLdo g tomando l o s  p a o s  
molecuAar(ea de 1013 ntlaoxac&ri.das en 3.a aabasi (hexosas, 3-62! 
hexosaainas, 163.3 pxxtosas, X32; Qc2dos hexouxbr&cos, 176 ;y 
6-aeso$ih~3xasas, 14 6 )  . 
I Z T m N A C I O N  DEL AGIW FORMIC0 PRODUCIDO 
Se llev6 a cabo p a r  t i t u l a c i 6 n ,  luego  de d e s t r u i r  e l  exoeso de 
p e r i o d a t o  con e t i l e n g l i c o l ,  e n  un micro-t; i tulador Bechan-Spinoo 1 5 3  
con  s o l u o i d n  de b id r6x ido  de sodio .  
S o luc iones  n e o e s a r i  as 
So luc i6n  de h id rbx ido  de s o d i o  0,002 N 
Soluc ibn  de f t a L a t o  6cido de p o t a s i o  0,0005 N 
Soluc idn  de e t i l e n g l i o o l  1 $ e n  agua ( ~ a l l i n c k r o d t ,  l f m i t e  m&no de 
ac idez ,  expresado como h i d o  a c d t i c q  0,010 $) . 
F e n o l f t a l e f n a  0,5 $ e n  e t a n o l  
Rojo f e n o l  0,2 $ e n  e t a n o l  
P r e g a r a c i 6 n  de las  so luo iones  
La s o l u c i d n  p a t r d n  de f t a l a t o  6cido de p o t a a i o  s e  prepard p o r  
d i s o l u c i 6 n  de 0,1028 g d e l  mismo e n  agua U b r e  de didxido de carbono, 
y l l e v a n d o  a volumen en  un matraz aforado de 100  m l .  A p a r t i r  de e s t a  
s o l u c i d n  s e  p reparb  p o r  d i l u o i d n  l a  s o l u c i 6 n  de f t a l a t o  ac id0  de pota- 
s i o  0,0005 N. 
La v a l o r a o i 6 n  de l a  s o l u c i d n  de h i d r b x i d o  de s o d i o  ( 1 0 0 ~  1 )  s e  
r e d i e 6  e n  e l  m i o r o t i t u l a d o r  para le lamente  a l a  t i t ~ i L a c i 6 n  de l a s  mues -
t r a s ,  con l a  s o l u c i d n  de f t a l a t o  Acido de p o t a s i o  0,0005 N y usando fz 
n o l f t a l e f n a  cotoo i n d i c a d o r  ( 3  / I ) .  Se e f e c t u d  un blanco de agua i l e ~ t i  
lada. Las de tenninac iones  s e  r e a l i z a r o n  p o r  duplicado. 
Proce d i d e n t o  
A l a s  a l i c u o t a s  (50 ~ 1 )  de l a  s o l u c i d n  s e  agregaron 5 ,hl de 
l a  s o l u c i b n  de etilengli.001, 50 1 de agua d e s t t l a d a  l i b r e  do dibxido 
I 
de carbono y r o j o  f e n o l  ( 3  @), y s e  e fec tu6  l a  t i t u l a c i b n  con l a  SO- 
Lucidn v a l o r a d a  de "hidrbxido de sodio.  Paralelamente s e  r e a l i z b  un 
b lanco con l a  s o l u c i 6 n  de p e r i o d a t o  l i b r e  de azficares. Las detemnirla- 
. c i o n e s  se l l e v a r o n  a cab0 p o r  duplicado. 
E l  Acido fdrmico produciao s e  c a l o u l b  mediante l a  s i g u j e n t e  e& 
p r e s i b n :  
(V - vo) Aoido fdm5.co (molar)  = (V, - vg4 ) 1000 
donde , 
V: volumen de s o l u c i b n  de h jd rbx ido  de s o d i o  u t i l i z a d o  para I& 
t u l a r  La s o l u c i d n  conteniendo l a  muestra  
Vo :idem, p a r a  e l  b lanco  comespondiente  
VB f lolumen de l a  s o l u c i d n  de f t a l a t o  Qcido u t i l i z a d o  p a r a  valg 
r a r  l a  s o l u c i d n  de h id r6x ido  de s o d i o  
V&: idem, p a r a  e l  blanco correspondiente  
Se g r a a c a r o n  10s v a l o r e s  de Acid0 f 6 m i c o  producido e n  fun- 
c i d n  d e l  t iempo de oxidacibn  e n  l a  f o m a  i n d i c a d a  p a r a  l a  detennina- 
c i d q  del. c o n s m o  de pe r ioda to .  Con e l  d a t o  obtenido s e  c a l c u l a r o n  10s 
172 
gramos de po3.isac~rjdo oxidado po r  mol de &do f b m i c o  prodmido ( in-  
depen&ente de l a  e s t r u c t u r a  d e l  pol i sac6r ido) :  
I 
g po l i s ac~r ido /mol  HCOOH = L1Oo - a )  V x m  
y l a s  unidades de monosac6x5do oxidadas por  m o l  de Qcido fdmnioo prod5 
c ido  : 
donde a, p, V y M t i e n e n  e l  s i gn i f i cado  antes indicado, y m: Qcido f6; 
mico producido (molar). 
D E I E B N I N A C I O N  D E L  G R A D 0  D E  P O L I U E R I -  
Z A C I O N  
Se redLi.56 siguiendo e l  metodo desoxLpto pox U-u y Smith 
(1957) l 
La muestra (30 mg) s e  suspendid e n  6 ml de agua, s e  agmgaron 
25 mg de borohidruro de sodio  y s e  mantuvo a temperatura ambiente oorz 
ag i t ao i6n  durante l a p s o s  oomprendidos en%m l a a  72 y 96 hoxas, Se wII 
garon 5 mg m6s de borohidruro de sodio  y s e  oontinub el t r a tamien to  d& 
r a n t e  un t o t a l  de 144 a 168 horas. EL excesro de borohidruro s e  destru-  
yb por  agregado de 6cido a c e t i c 0  go ta  a gota,  y se a j u s t 6  e l  pH a 7,5 
con so luc idn  ~ a t u r a d a  de bicarbonate de sodio. Se l levd a volumen oon 
agua e n  u n  matraz aforado de 25 ml y s e  agregaron GO mg de r n e t a p ~ ~ 5 o d g  
t o  de sodio,  La nezo la  s e  a g i t b  a temperatura ambiente en ausencia de 
lu. 
Para  l a s  d e t e m n a c i  ones s e  tomaron a l fauo tas  ( 2  nit) del  sob* 
aadante y e l  exceso de o3ddante se des tmyb por  agmgado de f o m i a t o  
de plomo (10 mg, exoeso de l  100 $) sobre 'rjaiio de agua helada,  y se de- 
j6 e n  m f r i g e r a d o r  duravlte una noche, Se cen t r i fugb  e l  i n so lub le  y l a  
mezola (2  m l )  s e  drLaXiz6 oontra  i g u a l  volunen de agua d s s t i l a d a  e n  s i E  
tema oerrado durante 48 horas.  La so luc ibn  exbema ( 1  ml) se  ui3.Uzb 
para  l a  de t eminac i6n  del f omaldehido producido. 
P o m i a t o  de plomo: s e  prepard dtsolviendo 6,O g de aoe t a to  de p l m o  
t r i N d r a t o  e n  l a  m f n i m a  oant idad de agua oalriente y agregando 2 ml de 
Boido f 6 ~ c o D  El formiato  de plcono preo ip i tado  s e  f i l t r 6  y reczjs-t;al.$$ 
z6 dos veoes de agua. 
DETERMINArnON DE FOrnIALDEHIDO 
Se apUo6 e l  m6todo e s p e c t r o f o t o m 4 t ~ c o  descf ip to  por  %egrrive 
(1937) y adaptado por  Lamberb y Neish (1950). 
Reaotivo de 6 c i  & cromotr6p.%c o 
Se preparb de acuerdo a l a  tecnfca  descx5pts por  McFawen 
11945). Se d i s o l v i b  1 g de &ciao cromo.t-r6pico (The B r i t i s h  i)rug Hou- 
1 
17 3 
s e s  Ltd.) e n  100 m l  de agua y s e  l l e v d  a 500 ml e n  matraz  a fo rado  por  
agregado de a c i d 0  s u l f f k i c o  1 2 , 5  M. La absorbancia  de l a  s o l u c i 6 n  re- 
s u l t a n t e  no debe s e r  supex io r  a 0 , l .  La s o l u c i b n  s e  conserva i n a l t e r a -  
da d m t e  2 a 3 sernanas e n  l a  oscurjdad. 
So luc idn  p a t r d n  de D - e r i t r i t o l  
Se o h d a r o n  O,L5 mil imoles  de e z i t x i t o l  d i s u e l t o s  e n  2 ml.' de 
agua, oon 2 m3. de s o l u c i d n  de metapefiodato de s o d i o  0 ,3  l$ e n  presen- 
c i a  de b ica rbona to  de s o d i o  ( 2  m l  de so luo i6n  114). La meecla s e  d e j 6  
a t e m p  ratura ambiente durante  1 h o r a  p a r a  oompletar l a  ox;idaci6n. Se 
a m g a r o n  90 m g  de foMniato de p l m o  y s e  d e j 6  e n  r e f r j g e r a d o r  durante  
urn noche, Se c e n t r i f u g b  e l  p r e c i p i t a d o  y oon e l  sobrenadante s e  obtu- 
v o  l a  s o l u c i 6 n  madre de f o m a l d e h i d o  (0,05 1). A p a r t i r  de k s t a  se pre 
p a r a r o n  p o r  d i l u c i d n  las so luc iones  t e s t i g o  oonteniendo 0,10, 0,20, 
0,40  y 0,50 p o l / m l  de f o m d l d e h i a o .  
Procedimiento 
A 1 m l  de l a  s o l u c i  6n de f o m a l d e k i  do (no n8s de 0,62 )unoles ) 
s e  ag regaron  1 0  ml de r e a c t i v o  de h i d o  oromotr6pioo y s e  c d e n t 6  e n  
u n  baEo de agua a e b u l l i c i b n  durante  30 minutos,  tapando 10s t u b o s  con 
b o U t a s  de v'idr30. Luego de e n f d a r  10s t ubos  a t e m p e r a t m a  ambiente, 
s e  midi6 l a  absorbancia  de l a  ao luc idn  a 570 nm. Parde lamel i t e  s e  e f e c  
t u 6  un b lanco  con 1 m l  de agua d e s t i l a d a .  
A p & i r  8e 10s v a l o r e s  obtenidos  c o n  las  s o l u c i o n e s  tes-tigo 
s e  cons t ruyb l a  c u m a  p a t r 6 n  ( E g u r a  571, y e n  base a l a  absorbancia  
de l a  muestsa  s e  ca lo iLd l a  c a n t i d a d  de fomnaldehido producido. Z L  gr s  
donde , 
p: peso  de l a  muestra  ( g / m l )  
m: f ormaldehido produckdo (mol/ml) 
y: tonia e l  v a l o r  de 1 si e l  extrerao r e d u c t o r  e s  una aldohexosa 
unida p o r  0-5, 0-6 u 0-2, o si e s  una a ldopentosa  uniaa p o r  
0-5, 0-4 u 0-2; o e l  v a l o r  de 2 s i  e s  una a l d o b x o s a  unida 
p o r  0-3 u 0-40 o s i  e s  una aldopentosa  uxxkda p o r  0-3. 
a y Id t i e n e n  e l  sj.@ficado a n t e s  ind icado .  
D E T E R M I N A C I O N  C U A N T I T A T I V A  
D E  L O S  A Z U C A R E S  C O X P O N E N T E S  
La d e t e m i n a o i b n  c u a n t i t a t i v a  de 10s azficares oomponentes pox 
cromatograf fa  gas-lfquAdo e s t &  descv ip ta  e n  l a  p a r t e  de M6todos oroma- 
A Z U C A R E S  T O T A L E S  
Se U e v 6  a cabo con e l  r e a c t i v o  de fenol-6cido s u l f h c o  si- 
A L nU cle spluci6n canfeadendo enize 10 y 70 p g  de ss6aer o 
, 
el peso Qquivalente ELe nmestra insoluble, se le -2eg6 1 ml de sdlu- 
at& de fenol 5 $ 2 sw macl6. Con una p&pefa de pmta ancha ss deja- 
ran cssr 5 11 de QqLdo aalfbrico ilinctm@afe sobre la suparficie ds 
la aoluoibn a irln Be aBegarru rur & b o  de oalentandeato y mezcla. AJ 
' asbo Be lo ldnutoa Zos tubas se agitaron g ee odLooaron en un baRo de 
I agua s 25-300 dumnitre 15 minufos. La abao~bancia de l  color bsanurlla- 
do ae zidi-6 a 480 nmt. b oantihtrr8 @ azdcax ae detednd,  previa am- ? 
fracaidn del 'blanco, par referencia a lae c w a s  pabxonea, y se expre- 
86, s3 i g u a  que.en iss reatanha d.etemineoionea eoantltsf iva~ des- 
cdptas  (asbaerres y ~mino6cldoe) como el porceataje d@l c~fponeate 
dro (peso molecular - 18). 
4 
A paT.t;;Lr it@ la solucidn madre ( 7 ~  ,&g/mZ) prepeatla pox &LBO- 
3;&% &%erm$naef sqets efeatuadas sobm las muestms se U c ~ a r s n  
a eon @%nee bao3tzc2.owles de concezltracidn & s t i ~ ~ . t a .  
l!?L g~6%0& UQ ets afectado por la pmaenc3.a @ psoteima~ g la 
exactStod (+ 10 $1 varla para i s s  mesolas & aehareo ya qw 10s coeQ 
af erz2;es de ~3E"t;f mi& ao sun 31gud.e~. 
am%-.aoazdaam~il aomo gluclr9taarnLm y g d a c t ~ s e n i a  no maoaia- 
Se llev6 a eabo por el mevoao de Rax3ser p cox. ( ~ 9 5 8 ) ~  qus es 






~ r o o e d i m i e n t ~  I 
&a rnuesfss (Iab3.a 57) se pesd an w r ~ .  .EPe&iAito i3.e 2 am de l o w -  
I 
I tad, se aolocd en el bd.6-n ib r e e c c i h  y se agreg6 18 sc&uciQI dB B a -  
a~ clor~ikr&co 19 $ ( 3  ml para la glucuronsiac~ona y 30 a~. para i p s  
antes iXe aowa~zrr '  el. $ubo t3.e abaomi4a y lrxegb rss agmamn aL 
lsdermo 5 il tie hi&&d&o ibe sodio a,l El. Uns vee ooneotados, ae reguld 
' la conlente  &a ldtFdgano sn aprodmad-nee uarr burbuja aada 2 6 3 
gunaoa. 3EL baEo de ecuta ,  pre+iamats cd.entado a 145Q, se croloeb& 
' 6al m a n e r a  qw el -1 de sceita, qua- 0,25 em par debajo bl rdrel 
del l ipuitb en el brrldn de rssccibn. Se oalentd s U5i0 por 2 horn, M, 
re+x~rb 01 b&o tie aoeite g se oumenf6 la comie&e 8, rdtrdgeno a 2 6 
3 bmbaaas pox ~ g u n d o  dwant;~ 10 mlllufos. Se dasconsotb 41 tuba de sb 
sorcitin el biaFddao de aoUo as transad6 oulbdosslesnta a an sr- 
Ic-r, larra&e loan ~gua  (5 x 5 ml). Sa a p g a r a n  2 pl &a ups salu- 
-iMAa o l ~ n v o  Be baa dihimto 10 $ y dos gotas de Lenolfbdlsina. 
Xk -0 ds i l ~ s l l  BB t i f u l d  00% d a d o  o l b M d r i a o  0,1 ir f= 0.980. 
mmU#34 an Uamo 4ia meejtilras y IBS dBfem&wS-t3 m s i e c x t ~ 3 ~ . p o r  
~ ~ o a a o .  81r o~z&wU% U d t o i b  oon mue.trrs B. &ammo8 i s o B a m  ('Pg 
A 
177 
b l a  57). Los r e su l t ados  se caloularon usando l a  s igu i en t e  f 6nnula: 
donde , 
a: d i f e renc i a  de t i t u l a c i 6 n  oon e l  blanco (nit) 
b: peso de l a  muestra (mg)  
P: peso equ iva lmte .  Para  l a  glucurondtactol3a e s  de 176. En e l  
oaso d e l  pol isao6r ido se oomide ra  e l  .peso de una unidad dE3 
aoido e n  l a  oadena (176). 
1 PI- 1 19.8 / 2.E 1 52,3 ' 
a j 16,9 1 1,&2 j 4 9  
I 1 
A - C I D O S  U R O N I C O S  Y H E X O S A S  
Se l l e v 6  a cabo por  e l  metodo d e l  carbazol  (Msche,  1947),  si- 
guiendo l a  modifioacibn suger ida  por  Galambos (1967), para  l a  determi- 
naoibn independiente de Bcidos ur6nicos y hexosas e n  mezclas de anbos 
Soluciones neoesar ias  
Boido s u l f i r i c o ,  grado aulalftico, 98,O $ (The Brk t i sh  Drug Houses Ltd., 
~ n g l a t e r r a )  .
Solucidn b u f f e r  de bo ra to  1 XI p H  8,4: s e  prepar6 por ad io ibn  de solu- 
c i d n  de hidr6xid.o de po ta s io  a una solucidn de hoido bdrioo 1 I!d. 
Solucidn de sulfamato 4 M: s e  preparb por  d isoluoidn de 60 g de sulfa- 
mato ae amonio e n  100 m l  de agua. 
Soluai6n de carbazol  0,2 $ en etanol*. 
Soluciones pa t rdn  de azfioares t e s t i g o :  a p a r t i r  de l a  so luc idn  madre 
( 6,25 )unoles/ml) preparada por  d isolucidn d e l  a d o a r  e n  agua, s e  ob tu  
v t e r o n  l a s  soluciones t e s t i g o  con ma concentraci6n t a l  que l as  c o m e s  
t r a c i o n e s  r e su l t an t ea ,  luego del agregado de l a s  soluciones  de ~u2fsyng 
t o  y de borato ,  fue ran  de 0,05, 0,10, 0,15, 0,20 y 0,25 p o l e s / m l .  
Los a z b a r e s  u t i l i z a d o s  f ue ron  D-glucosa, D-glucuronalactona y %gala% 
tourdnioo. 
Pr0oed;imiento 
Se pipetearon a un tubo de ensayos 0,8 m l  de so luc ibn  acuosa 
de 10s h id ra tos  de oarbono oonteniendo de 0,06 a 0,30 ,Wnoles/ml, o s e  
suspendid l a  o a n t i b d  equivalente  e n  peso e n  0 ,8  ml,  y s e  agregamn 
0.1 m l  de l a  so luc ibn  de aulfamato 4 M y 0 , l  d. de l a  so luc idn  de bora_ 
t o  1 I, seguido de ag i t ao i6n  vlgorosa. Se colooaron 10s tubos  e n  un ba 
fio de agua helada y se agmgaron 5 ml de dcido s u l f d r i c o  comentmdo.  
A 1  i r  agregando e l  & . d o  s e  mezol6 l a  so luc idn  y a 1  f i n a l  d e l  agregado 
4 
&re y se leyerorz l a s  abreorbancffiasa a 525 mpa. El color  ea esttable par 
~tmiaa horn8 a %em;l;5c~rattzmr a&ien$e. %as detemisacSlol2es .se e f e o ' l i ~ ~ ~ ~ p  
pop-daplicada y parailefamente 8e efectwron 108 blancoa Ubres.  & ad- 
o-• 
Se gmficaron Zos ~rsiZo~es  de absorbasciars (y) de las a a l ~ i o -  
Ftg;ra r ; t m a e a W p 6 r P . a ~ ( t f ) p d r f x Q I 0 9 ~ (  f i I ~ k g r M ~ d I a I ,  
9e l@ valores de absar'b&ncfas obtaxkaos cax~ lrts ~ m ~ t r a a  m- 
A: absorbanoia a 525 rxn 
B: absorbanoLa a 318 m 
P: peso de l a  muestra (ng) 
bl: pendLente obtenida con l a s  soluciones test igo de Scidos urk 
YJioos 
b2: pendiente obtenida con l a s  aoluoiones tes t igo de hexosas 
f: 0,76 para Zicido glucur6nico y 0,94 para dcido galaotur&nrico 
desarrollada a 525 nm en l a  reacci6n del oarbazol, y en lczs oondioio- 
nes empleadas l a  absorbaricia a 318 nm es l a  9una de l a s  respectivas ab_ 
sorbancias del &ciao urbnjoo y l a  hexosa. 
Los valores se expmsaron oon respecto al peso moleoular ael 
monosrac8fido en l a  oadena (176 para A C ~ ~ O S  hexourbnicos y 162 para he- 
xos as ). 
El mbtodo e3 especifico para l a  determinaoidn ae Qcidos urbni- 
cos (se verif icd experillzentalmnte que l a s  hexosas no dan l a  reaocidn 
del carbaeol en esas oondiciones), pero no ea especffico para l a s  hex2 
sas pues in terf ieren a 318 nm l a  glucosamina l jb re  y l a  D-xilosa. 
IDElT!L'IPICACION DEL ACID0 URONICO 
Se reaXz6 por e l  procedimiento de Dische y Rothsclxild (1967) 
que u t i l i z a  10s ndtodos de Dische (1947; 1950). 
Soluciones necesazias 
Ademds de las indioadas en l a  determinaci6n ouantitativa de 
dcidos urdnicos y hexosas, se ut i l izaron soXuciones de carbazol a3 
Prooed_rimriento 1 
Se gipete6 a un tub0 de ensaFos 1 ml de soluci6n conteniendo 5 
a 100 p g  de Qcido urdn ioo  o se preparb una suspensi6n de l a  muestra 
(0,2 a 0,6 rag, s e g h  e l  contenido en Qcido urbnico) en 1 ml de agua. 
Se colocd e l  tubo en un baiio de agua helada y se agregaron oon agita- 
cidn 6 ml de &do sulffkrico ooncentrado. Se calentaron 30s tubas con 
l a s  ~oluoiones en baa de aguct a ebullici6n durante 20 minutos, se en- 
f r iaron a tempratura ambiente y se agregaron 0,2 m l  de solucidn de 
oarbaeol 0,l 5. Se agit6 vigorosaslente l a  solucidn y a1 cab0 de 2 ho- 
ras se midi6 l a  absorbancia a 530 nm. J 
Prooedimriento 2 
Se pipetearon a un tubo do ensayos 0,4 m l  de una solucidn con- 
teniendo 0,05 a 0,s mg de Bcido ur6rxico por ml ,  o se preparb una sus- 
pensibn de l a  muestra ( 2 , l  mg, dependiendo del  oontenido en dcido m6- 
1xic0) en 0,4 ltiL de agua. Se coloo6 e l  tub0 en un baiio de agua helada y 
se agregaron con agitacibn 5,4 ml de una mezola de una parte de agua 
m & s  se i s  partes de Bcido su3f6xico oonoentmdo. Una vez que l a  mueatra 
4 
e n ~ z ~ 6  a OU, s e  manbuvo durante 3 miautos e n  agua oonriente a temps 
u m  ambfent~ y s e  slrmer@eron iurmediatamente en un baEo de agua a 
600 durante 90 segundos. Se enPrlaron en agua oorr iente ,  se agregamn 
0,2 ml de sol&Ldn de oarbasol 0 , l  % y se  a a t a r o n  vlgorosanwnte. Se nb_ 
d3.eron las absorbanoiaa a 530 nm a 1  oabo de 2 y 6 hoxas. 
Prooed&miento 3 
Se pipetearon a un tub0 de ensayos 0,5 ml de soluci6n de 6oLdo 
ur6aioo oonteniendo de 25 a 100 ,qg/d, o se  preparb una s u s ~ e n a i d n  ae 
l a  muestra (1,4 a 1,7 mg, s e g h  e l  contentdo e n  dcido urbnioo) e n  0,5 
ml de agua. Se colocaron 10s tubos en un baiio de agua helada y se agm- 
garon, con agitaci$n,  5 niL de una mezcla de ooho par tes  de Bcido sulfa 
r ioo  oonoentrado y u d p a h e  de agua. Se aejaron iss soluciones d m n -  
I t e  1 a 2 minutos en  e l  ba8o de agua helada, se  a@itaron v i g a r o s w n t e  
y s e  oolooaron nulevaente e n  e l  baEo de agua blada. Se agregaron 0,2 
I ml de soluoi6n de carbazol 0,OT $ y se  agitb.  Se oolooaron l a s  s o l u c i o  I nes durante unos minutos e n  un baEo de agua cor r ien te  y s e  oalentaron 
e n  un b&o de agua a ebuI.Xici6n durante 120 segundos. Se enfxiaron en 
agua oomien te  y a 1  oabo de 1 0  a 15 rninutos se  midiexon Zas absorban- I c iaa  a 530 m, 
En 10s t r e s  procedimientos se  e fec tuamn paralelamente de-bemi: 
I naciones oon un blanco l i b r e  de asbcsres, y se  l levaron  a cabo por duu 
plioado, 
Con 10s valores  ds absorbancias medidos se  ca3oularon l o s  ooe- 
f i o i e n t e s  de ext;jncibn molares para 10s tma procedimientos: E86, 360 
a las 2 hs,, E60 a Las 6 hs., y E80 respeotivamente. A p a f i r  de 10s 
mismos se determinaron l a s  relaciones E86, E86 ( 2  hs) y E86 ( 6  hs) ut& 
E80 E60 E60 
l i z a d a s  para l l e v a r  a cab0 La iden t i f i cac ibn  t e n t a t i v a  de 10s &oidos 
urbnioos por o amparaoidn con l a s  soluciones t e s t igo .  
Las so luoioms teslzigo empleadas f ueron l a s  de D-gluouronalac- 
TO= (6,25 a) y Qoi.ao D-gaLactur6-ajco ( 6,25 mM) y se  usaron para e l  
I 10s r e s t a n t e s  Procedimientos 10s v o l h e n e s  indicados e n  l a a  t6cnicas  
Con e l  objeto de a w L i z a r  l a  poaible Lnterferencia de h e x o ~ a s  
y proteinas ,  se u ~ l i z a r c n  s ~ u c i o n e s  t e s t i g o  de 6cido galactur6nioo y 
@uoosa (1,56 mEa para c a b  ocnnponeulte), glucuronalactona y gluoosa 
(3*13 mM para oada oomtponen$e), y &ci do galactmbnioo ( o  gluouroYlalao- 
tom), gluoosa y gliad3.m (2,08 d para cada =&car y 0,03 $ e n  gl,iadi, 
na) . Se efectunron Las .asedjcioms en l a  f o m a  indioada para l a s  solu- 
cionss tes t igo puras, y tambien en preaenoia de sulfamato 4 M (0,1 m l )  
y de solucibn de borato 1 Il'i ( 0 , l  d) siguiendo e l  procedjmiento de Ga- 
Las'bos (1967) antes indioado. 
Los resultados obtenidos figuran en l a  Tabla 58. 
TAla 5$ Relacfdrr de b coeffcienitrs de f#Hnclh m l m  de los hidm glmdnico y g a ~ f c o  en la rwccibn ad- 
giml dsl cark~l (@) wn la d c i *  de las dos rsacciones dificadas (EN y 50). 
Acido g W c o  I M ~ O  p a ~ d i c o  Ii ~racd4 !-ha i 
1 
Acih w h i c o  51 12 493 %o I I 
29,O 117,O 2,5 3,9 9,5 630 
lic. uhico y glucasa 17,2 201,6 2 ~ 4  
, 
3 , ~ ~  I I 1 S,6a 1 
I i I 
P E N T O S A S  Y H , E X O S A S  
Se maLiz6 siguiendo l a  t6cnica descripta por Fernell y Kiw 
(1953) para l a  detemrcinaci6n simulthea de pentosas y kexosas en nez- 
Solucjones neoesarjas 
Roactivo A: solucidn de orcinol 0,2 $ en Qcido sulfdrico 49 $J (en oeso). 
X2. reactivo es estable duante  dos drias consemado a 00. 
Eeaotivo B: se preparb por ikisolucibn de c l o ~ o  ferr ic0 hexahidrnto 
(0,15 g) y 0,4 g de orcinol en 1 0  m l  ae agua Mlada y llevardo a volu-  
men (200 ml) con &ciao olorhidrico 30 $ (p/v). 
Oroinol: debe ser r e c r i ~ t a l i z a d o  de agua en pmsencia de carb6n activg 
do antes d.e s e r  usado. De e s t a  maaera se obtiem e l  monohidrato, e l  
cual es conve&ido en e l  groducto anhidro pox secado a1 mcfo. 
Proce&imiento 
E l  mc?todo es  aplioable directamente a monosac&ridos y oUgosa- 
J 
c&ridos, a menos que contengan proteinas para l o  cual es n e c e s a ~ o  l a  
previa desprotcinizacibn. Los polisac&ridos se kidrolizaron oon solu- 
cidn de Qcido olorlxfdxioo l N durante 4 a 6 horas a 100° en un tub0 0% 
rrado. 
La determinaci6n se Uev6 a cabo en dos etapas: 
a )  53 agregaron 1 0  ml del reactivo A a 1 ml de l a  soluoidn conteniendo 
3e 5 a 25 p.g de hidratos de carbono. Se mezclaron, se taparon 10s tu- 
bos con bolj tas de v i h 5 . o  y se calentaron a 100° durante 1 5  minutos. 
1 
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c i o n e s  t e s t i g o  puras ,  y ~a&i6n en p r e s e m i a  tie sul famato  4 P ( 0 , ~  ml) 
y de s o ~ u c i d n  de b o r a t o  1 M (0,l mL) s igu iendo  el procedimiento de Ga- 
lambos (1967) a n t e s  indioado.  
Los resu3tados  obtenidos  figuran e n  l a  Tabla 58. 
Tabla 58, RelacidiP de ka caeflcfedw de wHnci6n mlms de la3 LOdos gkurbnico y ga-fco m l a  maxi& d- 
gid cEel cahm1 (S) car ice txeficienks de las dos rmcfones o a d 9 f f d s  (E80 y E60). 
Soluct4 testigo 
Acid0 rrrdnfco 4,6 4,5 5 4,3 I I j 3,O 
I 29,O 117,O ))18 1 5,6 5.4 9 ~ 5  6 8  I k. ubn(ro y ilum 17,2 201,fi 3,O : 4,6 5,9 
15,ob 34Ja 2 ,  3,7a 
I k ~ .  ~dnico,  g~mpsa y i I i i ! glidna 23,3a / 4Ja ( 4 1 a  R,6' I 1 1 i ! I 
P E N T O S A S  Y H E X O S A S  
Se maliz6 s igu iendo  l a  t 6 c n i c a  descrj-pta p o r  F e r n e l l  y Kiw 
(1953) p a r a  l a  detemrrinaci6n s imult6nea de pentosas  y hexosas e n  3ez- 
clas de m b o s  azficares. 
Soluc ionea  n e o e s a r i a s  
I ioact ivo A: s o l u c i d n  de o m i n o l  C,2 $ en dcido  s u l f d r i c o  49 $ ( e n  peso). 
El r e a c t i v o  es e s t a b l e  durante  dos &as consemado a 00. 
v 
Reaot ivo  B: s e  p repar6  p o r  a j s o l u c i 6 n  de c l o r u r o  fQsrico hexah id ra to  
(0,15 g) y 0 ,4  g de o r c i n o l  e n  10  m l  de agua he lada  g I levmldo a volu-  
men (200 ml) con gc ido  o l o r h f d r j c o  30 $ (-g/v). 
Orctinol: debe ser recx5.stalizado de agua e n  p r e s e n c i a  de carb6n activg 
do an%es dc s e r  usado. De e s t a  manera s e  obt iene  e l  monohidrato, el 
c u d  es aonver t ido  e n  e l  product0 anlrxiaro p o r  secado a1 vacfo.  
P roce  dirnient o 
E l  ndtodo e s  apkioable  d i r e c t a a e n t e  a monosac~xidoa y ol igosa-  
3 
c&ridos,  a menos que contengan p r o t e f n a s  p a r a  l o  cual es n e c e s a r i o  l a  
p m d a  desprotoirxizaci6n. Los p o l i s a c & r i  30s s e  h i d r o l i z a r o n  oon solu-  
c i d n  de 4 c i b  c l o r h f ~ o o  1 N durante  4 a 6 'horas a l o o 0  e n  un t ubo  cg 
rra do. 
La deteminaci6n se U e v 6  a cab0 en dos e tapas :  
a )  S:, agregaron 1 0  m l  d e l  r s a c t i v o  A a 1 ml de l a  s o l u o i d n  conteniendo 
de 5 5 25 p.g de hidrat ios  de carbono. Se mezclaron, s e  t a p a r o n  10s tu- 
bos gon b o l i t a s  de v i M o  y s e  c a l e n t a r o n  a l o o 0  durante  15 minutos. 
b) 89 agregaron 6 al dsl mactivo B a 2 ml de la troluci6n oonteniendo 
b 5 a 25 ,443 da Uiimtos de carbon0 por Set groceBi6 en la fa- 
indicada pars Is etapa a) y se m i a b  la absorbanesla a 660 nm. 
azriaar. 
Coats&rwc% bn bsl nmoarama + 
Suluclonss patrones de adaares testigor a partlr d. la aoluaibm. me- 
(2,4 ag&) pzlepassh por d;ls0Xue~622 dal adczar an 88 ~ b m . B r =  
l a s  sal~aiones teatngo corrteniendo 24 f ig /ml ,  y las sof.uc5onss tea-go 
meecla de hexoaa y pentoss (15 y 9 pg/nX, respectfvmmen-be y 20 y 4p.g 
/a, respectivaante). Los azbcares ~ X l i z a d o s  Suerem 2F-gXwoSa y D-. 
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&as owtAdade~1 de pentosas y hexoeaa presentes en l a s  muestras 
oe oalculaxon por mdio  del nomograms y haciendo uso ds l a  siguienfe 
expresi6n: 
Pentosas = D x 100 
P 
$ Hexosas m6s pentosas = A x 100 
P 
D: concentracibn do pentosas obteni aa del nonoerama 
A: ooncentmoi6n de pentosas m6s hexosas obtenida del nomogxa- 
ma (,~gjml) 
p: peso de l a  muestra en l a  solucidn ( ,l~g/ml). 
A C I D 0  S I A I J I C O  
Se reaU-z6 l a  determinacibn del h i d o  si6Uco (N-aceelne-I 
nico) siguiendo l a  t6onica descripta por Warren (1959). El m6todo es  
altaslente espe cffioo . 
S oluciones necesarias 
Solucidn de metaperiodato de s o d i o  0,2 U en solucibn de Actdo f o s f b r i -  
Solucidn de arsenito de s o d i o  10 $ en solucidn de sulfato de sodsio 
0,5 IiI. 
So~ucidn ae Qcido 2-tiobarbitfkico 0 ,6  $ en soXuci6n de sulfato de SO- 
d i o  0,5 U. 
Todas estas soluciones son estables por mAs de un nes conaerva -
das a temperatma ambiente, 
Solucidn patr6n de dcido si5lico: se prepord por disoluci6n de 0,855 
ag ae Aciao N-acetilneuramfnLco (sint6t ic0,  Signa C"nemioal ~crrnpan;y) en 
1 0  m l  de agua. 
Pmoedimiento 
La determinacibn del dcido siSlico l i b r e  se efectud por  h i ~ 6 . -  
l isis  de l a  muestra (15,21 mg) con Qcido sd fhz ico  0,1 l ( l d )  eu un tg 
bo oewado durante una hora a 800. La neutraI..izacibn no es neoesaria 
para l a s  detemrcinacPones. 
Estas se llevaron a cabo sobre 0,2 ml de solucibn de hidroljzq 
do y soluci6n patr6n (conteniendo entre 0,025 y 0,050 ~ m o l e s )  , uti i l i -  
zando un blanoo de agua destilada. A cada tub0 se agreg6 0 , l  m l  de so- 
lucidn de periodato y se agitaron. A1 cab0 de 20 minutos a temperatma 
aubiente se agreg6 1 ml de soIuci6n de arsenito y se agitaron nuevnmen 
t e ,  hasta desaparioidn cbl oolor marrdn amri l len to  caractedst ioo.  Sg 
guidamente se agregaron 3 m l  de l a  solucidn tie Bcido t iobaxbi tmoo.  
Los tubos se agitaron, se faparon oon boli tas de v i M o  y se colooaron 
eo un baEio de agua en ebrrllicidn vigorosa durante 15 minutes. Se en- 

D E T E R N I N A C I O N  C U A N T I T A T I V A  
D E  L A S  P R O T E I N A S  T O T A L E S  
Se l lev6 a cab0 oon e l  reactivo de fen01 segdn Polin-CiocsiLteu 
de aouerdo oon e l  m6todo &scripto por  Lowry y 001. (1951). 
Solucionea mcesarrias 
Reactivo A: solucfbn de carbonato de sod3.0 2 7: en solucibn de hidr6xi- 
a0 S O ~ L O  O,L W. 
Reaotivo B: soI.uoi6n de sulfato de cobre (11) pentahidrato 0,5 $ en 92 
luoibn de t a r t r a to  de s o d i o  y potasio 1 $. 
Reactivo C: mezclar 50 m l  del reactivo A oon 1 ml del rsactivo B o  La 
soluoibn debe s e r  descartada al cab0 de 24 horas de preparab. 
Reactivo D: reactivo de fenol seg6.n Folin-Ciocalteu ( lerck).  Se a l u y e  
al medrio inmedsiatmente antes de s e r  usado; l a  absorbancia de l a  S O ~ U -  
cidn resultante no debe s e r  mayor de 0,040 medida contra un blanco de 
agua destilada. 
A  l a  solucibn (0,4 ml) conteniendo 25 a 500 ,Mg de protefna 
por m l ,  se agregaron 2 ml del reactivo C, se mezclaron y se de jaron a 
temperatura ambiente dunnte 1 0  minutos o m6s. Se agregaron dpidamen- 
t e  0,2 m l  de mactivo D y se mezclaron dentro de 10s 2 segundos. 81 c a  
bo de 30 minutos o m6s se mi.&id l a  absorbancia a 500 nm. Paralelmente 
se efec-tub un blanoo ocn agua d.estilab. 
La carhidad de protefnas se detexxi.n6 por referencia a l a s  cus_ 
vas patrbn. E l  pmoedimiento es aplicable a proteinas en soluci6n o fA 
oilmente solubles en glcal i  di lufdo:  
Cormtruooi6n de l a s  oumas patrdn 
C m a  patrdn de albhnina: a p a r t i r  de l a  aolucidn mndre de albhniria de 
suero bovlno (0,5 %/mi)  pmparada por disolucidn en agua, se obtuxie- 
ron l a s  soluoiones dilufdas conteniendo entre 50 y 500 ,,~g/ml. 
G w a  patr6n de gliaaina: a p a r t i r  de l a  solucidn madre (1 ,O mg/ml) 
preparada por disoluci6n en agua, se obtuvieron l a s  soluciones dild- 
das o o ~ e ~ e n d o  entre 100 y 500 ,~g/ml. 
Las curves patrbn se construyeron graficando l a s  absorbandas 
de l a s  soluaiones tes t igo en funcidn de l a  ooncentracidn (Figura 64). 
? E T E B M I N A C I O N  C U A N I I T A I I V A  
D E  L O S  A M I B O A C I D O S  C O M P O N E N I E S  
Las determinaciones se llevaron a cabo sobre 10s aminodcido$ 
obtenidos por hjdr6l;isis hcida. 
D E T E R N I N A C I O N  C U A N ! s f ! I T A I I V A  
D E  L A S  P R O T E I N A S  T O T A L E S  
Se l levb a cab0 con e l  reactivo de fen01 segdn Polin-Ciocalteu 
de aouerdo oon e l  m6todo &scripto po r  L o w r y  y col. (1951). 
Solucionea mcesax5aa 
- 
Reactive A:: solucA6n ae oarbonato de sod;io 2 $ en soluci6n de hi.&bxi- 
do de s o a o  0 , l  N. 
Reaotivo B: soluci6n de sulfato de cobre (11) pentahidrato 0,5 $ en ~2 
luoidn de t a r t r a to  ae s o d i o  y potasio 1 5. 
Reaotivo C: mezclar 50 m l  del reactivo A oon 1 m l  del rgactivo Be La 
solucidn &be s e r  descartada al cab0 de 24 horas de preparab. 
Reactivo D: reactivo de fen01 s e g b  Folin-Ciocalteu ( ~ e r c k ) .  Se a l u y e  
al. medrio inmediatmente antes de s e r  usado; l a  absoxbancta de l a  SOU- 
cidn resultante no debe s e r  mayor de 0,040 medida contra un blanco de 
agua destilada. 
A  l a  solucidn (0,4 m l )  oonteniendo 25 a 500 ,Mg de protefna 
p o r  ml, se agregaron 2 m l  del reactivo C, se mezolaron y se dejaron a 
ternperatma ambiente dunnte 1 0  minutes o m 6 s .  Se agregaron xdpidamen- 
t e  0,2 m l  de reactivo D y se mezclaron dentro & 10s 2 segundos. Al c a  
bo de 30 minutos o m6s se midi6 l a  absorbancia a 500 nm. Paralelmente 
se efectu6 un blanoo ocn agua d.estij,lab. 
L a  car~tidad de pxotefnas se detemcinb por mferencia a l a s  cur- 
vas patrbn. E l  prooedimiento es aplicable a proteinas en solucibn o fA 
oilmente solubles en glcal i  dilufdo: 
Comtruooidn de Las oumas patrbn 
C m a  patrdn de alb6nina: a p a r t i r  de l a  solucidn m a d r e  de albhniria de 
suer0 bovino (0,5 m g / ~ o l )  preparada por disolucidn en agua, se obtmrie- 
ron l a s  soluo3.ones dilufdas oonteniendo entre 50 y 500 ,,ug/ml. 
Gums patr6n de gliaaina: a p a r t i r  de l a  solucidn madre (1,O mg/ml) 
preparada por disoluci6n en agua, se obtuvieron l a s  soluciones dild- 
das oorrteniendo entm 100 y 500 p g / m l .  
Las o m a s  patr6n se construyeron graficando les absorbnnofas 
de l a s  soluaiones tes t igo en funcidn de l a  concentracibn (Tigura 64). 
~ E T E R M I ~ ~ A C I O N  C U A N T I T A T I V A  
D E  L O S  A M I B O A C I D O S  C O M P O N E N I E S  
Las determinaciones se llevaron a cab0 sobre 10s minobcidol 
obtenidos por hidr6l;isis Acids. 
' fenox 1 $0, por oaleatrimiento en uo tnbo oe-do sl r a d e  duza~tie ! 
24 hur'8~r a lPTQI EL Isidmr2fgada ae ePfr96, 'se oeatirifugd a1 resi&o 
ctaz%onoso y sT &&do ei e u n 6  pos svaporao%&n a vscJo haa'ta 5ad sg 
quedad, seguida de %re8 avaporacionas suaealvas de gequs8os voldaenas 
sgua agmgada, &@gu&s &I lo oua;t set sea6 sn deeesador dLe vatdo ao- 
bre Wdr6xido de s o a o  btcmmte t;tn dr&sao de 24 borers.! EL Zr;EWUxado 
se tom6 laego' ooa agms adUente, sta osatrrtfqg6 el inscz2l;rble y se ll-6 
a seguedad. -11;~ proeedkmisxrte 8% re-piWQ do8 o trma vaoes, y f f a d a q  
t;s el M&~JS.zado, &aulclrl%o etn O,5 s 1 ml de wua, ere purif%ob gar ad- 
aolPidm en una colrnmur de h b e r l i t e  IR-120 (p) (30 x 7 ma). 
. 
Bqsr&exra$ers pmv38~1 lhvadLle3 a oabo 003~9 txrra m~501&% de im&mt&-- 
tmoafna, seem y Soii%o asgdrtrioo, O,Qd I&- 
b aeda d a o b i a u ) ,  indioarcn l a  con&criones a elg 
@r a 108 efecrtos drs ob4wxwr una reis&praaiba omae&atAva de 1- Idla- 
moa, y qurt son las  qoar agursm s oontf nuaoibp. Lrsr ooluxesa Be 1886 
agua (4 a) pama mmovBx 10s aaioxta  y e~ rn8ttmi.a~ no 1631Oo ( ~ . h I t o a  
amonio 4 N (15 a 20 m l )  usando rdnhridrina (revelador g) para detemi- 
nar e l  f i n a l  ae l a  eluoidn (Redfield, 1953). La solwidn se n e v 6  a se 
quedad por evaporaci6n a1 vacio, obteni6ndose asf l a  fraccidn conte- 
xiendo 10s minoQcidos util izada en 10s an6lrisis que se d e t d l a n  a oog 
D O S A J E  C O N  E L  A N A L I Z A D O R  A U T O M A T I C 0  
La deteminacibn de 10s amino&cidos eatables a1 &ciao en 10s 
hjrdzolizados de gliooprotefnas, se llevd a oabo en base al metodo de 
Spaohan, Stein y Uoore (1958) en un Techxicon Sequential Multi-Saslple 
Amino Aoids Analyser, 'PIYE2 (Techxicon Corporation, New ~ o r k ) .  
Natex5ales g reactivos necesaxios 
Se emplearon dos t i p o s  de oolumnas para cromatograffa: ma pa- 
ra  determinar 10s mino6cidos Acidos y 10s neutros (23,O a 23,5 cm x 5 
mm),  y otra para 10s amino6cidos bgsicos (4,5 a 5,O om x 4 mm). Ambas 
oolumnas f ueron rellenadas con Re sina Chromo-Beads C-3 ( Tecbnicon Cor- 
porati  on, New ~ o r k )  . 
Soluoiones buffer: se util izaron l a s  sigtxientes soluoiones, 
c i t r a to  
(LO 
Xeactivo de ninhidzina: se us6 una mezcla de dos mactfvos, ninhridr;ina 
a1 1 $ en metilcelosolve ( l ib re  de per6xidos), e solucibn buffer de ace- 
t o  de hidrazina. 
Pxooedimiento 
E l  ?xidroliaado se disolvi6 en 1 ml de soluoL6n de &ciao clor~f 
M o o  1 y se sembraron 10 Pl en cada columna. Las soluciones buffer, 
l i b res  de &re, se impusaron a velocidad oonstante a trav6s de l a s  co - 
1umna.s. 
En primer tc?rmino se eluy6 l a  columna de menor longitud usando 
l a  soLucidn buffer No 3,  y aeguidamente se eluy6 l a  otra columna ha- 
ciendo pasar suoesivamente l a s  soluciones buffer No 1 y No 2. 
E l  eluyente de l a s  oolumnas se mezold czon l a  czorriente qus 
t m p o r f a b a  e l  reaotivo de ninhidrina, y e l  oolor se desarrol.3-6 ha- 
oiondo pasar dicha mezcla a traves de un ba5o de g2.ieelin.a temostat i -  
zado a 9 5 O .  La absorbancia de l a  solucidn resultante se mid i6  en forma 
oontinua a 570 y 440 nrn. 
; La regeneracidn tie l a s  resinas se l lev6 a oabo con solucidn de 
hi&&& de sod io  2 H oonteniendo EIEA al 1 $0. 
- Las aondioiones de o-peraoi6n fueron las s i m e n t e s :  
'Pemperatura: 60°. 
F l u j o  de l as  soluc5.ones buf fe r :  0,50 ml/min. 
Wujo  del r e a o t i v o  de ilinhidrina: soluci6n de ninb idr ina  1 gb, 0,80 ml/ 
rmln., 
Los g%cos de Las oumtas de e luo ibn  s e  i rr tegraron mult ipl ioando 
l a  altura d e l  pioo po r  e l  anoho a l a  altura media, wando una reg2a 
graduada a1 m. Para  l o s  p icos  no r e s u e l t o s  totalmente l as  Areas se 
odlcularon po r  suoesivas tfiangulaci ones. 
E l  metodo s e  o d l i b r 6  mediante e l  uso de una mezola s i n t d t i a a  
pa t r6n  de smlnodcidos, a p a d i r  de l a  c u d  s e  oaloularon 10s v a l o m ~  
de l a s  oonstantes  (k) , u t i l i z  aaas para  l a  comers idn  ae Areas e n  mo- 
les, o a r a c t e r f s t i c a s  pa ra  oada amino6cido (Tabla 59). 
TPla 59. Val- de las anstantes (k) trtilimdas paa la mnverslbn de &as err moles de a d m & k a  
a Las &sor6aPcias se midim a 570 nm, con ePGepcl6n de p~lina e hidmdpmlina que se midlemr a 440 m 
~shilaia qm+~ (nr a~~larrtet) con us d u c t b  patr6n de hiwpmIina (0,998 no~dsjrl). 
En base a 10s aa tos  obtenidos s e  oaloularon 10s porcenta jes  re_ 
l a t i v o s  a1 t o t a l  ae 10s amino8oidoa recuperados, y e l  contenido en  mi -
nosaidos s e  expresd en g de mino8cido anhidro/l6 g de ni t rbgeno ( e q Q  








5~57,  %@ 
hi: altura del p ic0  (cm). 
%: a w h o  del  pioo a l a  alfura media (om) 2 
ki: oonstante c a r a c t e d s t i c a  para  cada &no&cido (amol/on ) 
: peso moleoular d e l  Enninoaoido e n  l a  oadena (peso moleou- 
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' Soluciba de p-diraetilendnobenz~d~hl.do 5 $: se prep& por asoluaibn 
de l  reactive en. lbpropanol. La solucibn es @stable gt~ardada en la y c u  
r;t dad. 
20 a& de Qcido oloxMdrico croaoentmiio y ae l l e v d  a r m e n  oon agua 
en matraa afora30 de 500 nl (el doi do preslena la deaf rucaida micrg 
biolbgioa). A parfir de esta ooluci6n ma- (95,4 flg\&-) se prep-- 
J 
lt~;5Ja- - - 
4 
Ija detemtinacibn se XXevb a cebo por t r ip l l cado  aobre 1 ml be 
ioada rzaittxtri6n testkgo y da Iw au~ua&bn de la mues0,m ( ~ d r o l i z a d o  pro- 
mn%an%e dt3 0, % a 1,3 ng & mwstra, segth el curbexxido en proteinaa), 
wrs\;rtdo un 'trlamo de agua dastilada. A cada tubo as agmg6 3 =nL de 801% 
c&bn auf'ato  de cobre O,05 lyl y 1 ml de solucridn de hi-&&xido de so- 
die 2,5 N, y se meec3Xaron, Los tubos se 0010~aron en tan b d o  & agua 
temos.tati5ado a 40°; al cabo &a 3 n%srut;os se agregd L mL .de la eolu- 
01632 de per(5xido de Mdr6gem y se a t &  el contaxLdo de cada tubo an- 
t e s  4e proseguir con el, ;sie;uliente. A f i n  de asegwsrr La poatertor as- 
truccl6n cmplata d e l  perbx2do de hi,&dgeno, la agitaci6n se efeofud 
de manem tal que, el Mvel de Za s o l w i 6 ~ i  &n%m de3. tub0 no suprara 
el a v e l  a3canzaao pox el &gun en el temoata-to. Zon tuboa fueron ctolg 
~cas ional ,  Se snSriaron con sgaa com3ente y se agrogaron 4 b Itz 
solucidn de Ac2do s ~ f 6 d c o  3 N seguiaos de 2 m3 ae La aoluo%bn de g- 
&i;metilaminobe.mddabjdo, mzclando el eorztenido mitea de osda adicidn. 
Se %aparon Xoa tubas con b o l i t a s  de xcidzio y se c&.en%axon en un baBo 
de agua temo3%atiizsedo a 7Q0 durar te  16 nimutos, Las s o l u c f  ones Be en- 
2ara eX c&.clalo ae promei2;iaron 1 0 s  valoros obtexridoa para ca& 
solucidn t e s t igo  y ge grt;tf%caron en fwcibn de la concentxacictm de lxi- 
dxoxiprol3na (mgum 66)  
En i s e  oondloianea de operaci6n uMlisades con eL WB2 pare in 
de%eminaoi6n del msto de 10s &no&cidos, l a  hidroxi-prolina no es me 
s m l t a  del acid0 asp&rtioo (Spackman y col. , 1958), raz;6n por  l a  oual, 
dado que l a  hsidroxiprolina presenta u.n m6ximo de absoroi6n a 440 nm, 
se estim6 e l  percentage aproximado de l a  misma en base a l a  siguiente 
expresi6n: 
donde , 
B: Area correspondiente a 'hjdroxLprolina a 440 nm 
T: Area t o t a l  a 440 nm (kidxoxiprolina m6s Boido asp&Woo) 
A: Q m a  oorrespond3ente a1 6oido a ~ ~ S r t 3 . 0 0  a 570 nm (se despre_ 
c i a  MdroxLproIina) 
4,74: relacibn de 4reas para e l  acid0 asp&ioo a 570 y 440 run 
o d o u l a d a  con soluaionea patrdn de 6oido asp6rt5.00 a dife- 
rentes concentraciones . 
Con el valor  de H y utilizando l a  constante k calculada para 
H I D B O X I L I S I N A  
La determinaoibn se realiad segfin e l  metodo descripto p o r  Rlu- 
medcrautz y Prookop (1971), debido a que en l a s  condioiones de opera- 
Soluciones necesarias 
Soluci6n buffer de citrato-fosfato: se preparb mezolando 154 mL de so- 
Lucidn de Acido cftrj-co O,l5 11 con 346 m l  de soluci6n de fosfato dib& 
sico de sodio 0,6 M. E l  pH de l a  solucibn msdtiante ss de 7. 
Soluci6n petrQ de d-hidroxjlisina: he preparb por disoluci6n de 6-% 
drox5lisina (0,8 p g / m l )  en solucidn de bidrbxido de s o d i o  0,02 N. 
Sducfi.6n de pedodato: se ut j l izb  una so~ucibn  de metaperjodato de SO- 
d i o  0,3 M. 
Reactivo de Ehrlich: se agregaron 15 m l  de isobutanol a 4 g de p-di.mo- 
tilaminobenzaldehido ( recr j s td izado  de etanol-agua) , segurido cb 4,s 
t r i l  de dcldo perclb~Lco. La so luc~bn es estable por varias senanas guag 
dada en heladera en l a  osouxridad. 
ProoediJrbexrto i 
La fracci6n tie amlno6cidos proveniente de l a  b i d r b k i s i s  de 
2,59 mg de rnuestra, se tomaron con 0,4 m l  de lxidrdx~do de sodio 0,02 I1 
y se sembraron de 100 a 200 ,u1 sobm una placa preparativa de Silica- 
gel. Simult6neamente se cromatografi6 l a  so luc i&~ patrdn de b i d m x i l i -  
sina, sembrando cantidades ta les  que l a  concentracidn de aminoiciao 
fuera de 1 0  a 32 b g ,  y 20 , ~ 1  de una solucidn conteniendo 15 ,Kg de 
hidroxLU~ina m&s 30 p g  de prolina en hidr6xido de sodio 0,02 N. E l  
se dssam62l6 c ~ n  el soltente~ 6 ghwazxta 3 ilosas. ~a seccibn &B 
1. .$baa cuntazd.endo tiaabos teakkbigm se -16 eon al resctivo g, a iSn 
d. Icl.sillsar la. p o s i c i b  emxtaa%qgs&%%ce ds la hi&aUsim (Bg 0.03) 
awgarsr su aepammt6a ti% la prrtISaa (Bi 0,)~). Se separd el dma 
dU ga l  contelde,n&~ la WiLcoiriUsina lin la mueatrp y on los testigos, 
J ae erSmjexan con 8 PI dB) soluoidar buffer (4 x 2 a?.). 
ta r s s c o i k  B@ U d  o oebo agregsm3.o al tubo &e ensago eon 
lo@ 8 ml de s u ~ a O f k a ~  O t 3  ,nil. tie la sdLacidn de perlo&to y a&taa&. 
Se atgregaron 3,0 clo La adlncf6n de ertraooidn (to~ueno,  i~obutanol, 
n-p~opan~l; 5:!5r&. ea ooS1wa) y ae aelrc~lason Saer fwers, Se x ~ ~ & j e r f @ -  
mra l ea  tubojs ooln p$~pdt. die a3ttrmislZo y se agAtetroa damate 20 ~ a t o a W  
b separcrci6n Be las Zafassa se c b t w ~  pox centzrlfugedbn a ba$a t.loai- 
dad &xraute 10 mlnofos. Be pipetearon 2 ml erxao*os la fase oxgenica 
a un tubo de ensago, ee agregrron 0,s ml &l reao%Lvo da EhdiaB y ee 
Wtd vigorosaaente. 41 csbo ds 15 m$nu%aa a tmpere%urs' wnbiente, se 
d e t a z ~ ~ t a 6  la absorbanoia a 565 m g a. grsfio6 la abaorbancia lo@ 
tnboi' festlgo en funaidn su oonaerrfrsci6n (Pi- 67). 
o m a s  Be stbrsorcfilnr la penaeate b la tangent;e a 10s dos ~ 1 b i m o e r  de 
absorcidn caractedeficos y 1s. abeorbanaia m&xLma son funcionas itilsc- 
t e a  de la ntlad6n y la cankidail de timsina y trlptofano. 
S oluciones necesarias 
Soluciones patrdn de &no&cidos testigo: a p a r t i r  de l a  solucidn ma- 
dre (0,Ol M) preparada por disolucidn del a.mino&cido en h i d r b x i d o  de 
soMo O , l  N, se obtuvo l a  so~ucibn  tes t igo ( 0 ~ 1 0  m1~1) por ailucidn con 
h i d r b x i d o  de sodio. 50s amino6cidos utiUzados fueron t i ros ina  y t r ip -  
t o f  ano. 
Soluciones tes t igo mezcla: a p a r t i r  de l a s  sol-uciones 0,10 miYI se p ~ p g  
raron aoluciones mezcla ae t i r o s i m  y trjptofano de l a s  siguientes re- 
laciones molares 0,1, 0 ,5 ,  1,0,  2,0 y 3,O. 
Las soluciones de gliooprotefnas en hidrdxido do s o d i o  0 , l  N 
(1 mg/ml )  se prepararon inmediatmente antes de s e r  analizadas. 
Se registraron 10s es-pectros de absorcidn de l a s  solucioms 
tes t igo y de l a s  muestras entre 265 y 325 nm (Figura 68) y se trazaron 
l a s  tangentes a 10s dos mdximos de absorci6n (alrededor de 282 nm para 
triptofano y de 292 m para t i ros ina  ionizada) . Para aquellas muestras 
en l a s  que l a  relacidn molar de t i ros ina  a tdptofano di f i e re  conside- 
rablemente d e l  valor  1, y por l o  tanto e l  e r ror  en e l  trazado de l a  
tangente es  m & d m o ,  se registraron l a s  absorbancias de soluciones mez- 
c l a  de glicoprotefna (1 m g / m l )  y triptofano ( 0 ~ 1 0  nN) 1:l en volumen. 
C ~ c u l o s  
Del gr&fico de absorbancia en f usncidn de l a  longitud. de onda 
(Figura 68) se obtuvieron, para c a b  solucibn, 10s valores de l a  pen- 
diente (p)  de l a  tangente a 10s dos n6xinos ca r~c te r f s t i cos ,  y 10s de 
l a  absorbancia m6xima (A~,). Para 16s  c&lculos se defirxi.6 e l  valor  S 
( S  = p x 103) y 10s ooefioientes de extinoi6n se calcUaron con 
EN: ooefioiente de entinoidn molar (p = bsx/c , c : conoentra- 
o i  6n molar de t i ros ina  m A s  txiptof ano) 
R: relacidn molar de t i ros ina  a triptofano J 
Con 10s datos obtenidos para l a s  soluciones t estigo (Tabla 60) 
se graPioaron 10s valores de S y del coeficiente gSmn en funcidn de 
l a s  relaciones molare~ R (mgura 69). A par-tir del valor  de S cdcula-  
do para l a s  soluciones de l a s  muestras, se obtlrcleron por interpola- 
ci6n l a  relacidn molar R y e l  coeficiente de extimi611 E $ $ ~ ~ ,  y se de- 
te-n6 e l  contenido en t i ros ina  y triptofano de l a s  mismas ( ~ a b l a  61) 
mediante l a s  siguientes expresiones : 
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10s e8peotroa de absoroibn ultraxioleta entre 24.5 y 360 nm y se d d i e -  
ron l aa  absorbancias a 280 nm en celdas de 1 om. 
C ~ Q ~ O S  
Los valores de absoroibn ( A )  se calcularon a p a r t i r  de l a  ai- 
guiente eouaoibn: 
D.Omu: densidad 6ptioa de l a  muestra 
D.O.B: densidad bptica del blanco 
c: conoerrtracibn de l a  muestra en l a  soluoi6n final ( g h )  
Con 10s valores de absoroibn se caloul6 e l  pomentaje de Egr& 
na en l a s  muestras, utilizando l a  absorbivlidad absoluta de Ugnina pa- 
t r6n  (23,5, promedio d e l  valor  obtenido para maderas blandas (23,3) y 
del obtenido para maderas auras (23,6) pox Johnson y ool. (1961)) en 
l a  siguiente expresi6n: 
(ecuacibn 1) 
o mediante e l  uso de Las siguientes ecuaoiones de mgresibn: 
a )  Para legumbres (Morrison, 1972 b) 
% Lignina = 5,12 A - 0,74 
La ecuaoibn fue obtexida de analizar e l  oontenido de 14 muea- 
t r a s  de c e a z a s  aonociaas por e l  metodo de Morrison (1972 b) y por e l  
m&todo de Waite y ool .  (1964). 
b) Para pastos  orrison on, 1972 a)  
Ecuaoibn obtenida en l a  misma forma para 55 muestras de conte- 
nido en cexxizas conocido: 
$ Lignina = 3,36 A - 1,U. 
S i  no se conoce e l  oontenido en cemzas, puede aplicarse l a  Sg 
guiente ecuacibn de regresi bn aproximaaa: 
$ Lignjna = 3,37 A - 1,05 (ecuacibn 4)  
Ecuaoibn de duci da para l a s  muestras de holocelulosas prepara- 
das a p a r t i r  de 12 muestras de pastos, de oontenido en cenizas oonoci- 
do: 
Lignina = 2,47 A - 0,36 (ecuacibn 5 )  
Los resultados obtenidos con l a s  fracciones sndizaaas  figuran 
en l a  Tabla 62. La fraccibn HC-J. d i o  valores dentro del margen de error 
del  m6fodo ( 1 $). 
D E T E R X I I A A C O O  D E E  G 0 , N T E N I D O  
E N  L I P I D O S  
Se l lev6 a cab0 por  e l  mdtodo &scripto pox Foloh y co1.(1957) 
Tabla 62. Detsrmidbn del &i& en lignina de las fracclames HC y HC1.  
a Lm valores s ca lwlm con las carespandientes ecuaciones. 
y adaptado por Vance y Sweeley (1367). 
Se suspendieron 0,5 g fie nuestra en 30 m l  de metanol, se dis- 
gregaron y se agregaron 60 ml de clorofomo. La mezcla se agit6 magnk- 
t icmente  a temperatura ambiente durante 25 minutos, se f i l t r 6  sobre 
papel de f i l t r o  previamente lavado con clomfomo, netanol 2 : l  (en voL) 
g e l  ~ s i d u o  se lav6 con 1 0  m l  de clorofomo, metanol 2 : l .  Se reunie- 
ron 10s extmctos (100 m l ) ,  se meaclaron con 20 ml de agua destilada 
l i b r e  de a i r e  y l a  nezcla b i f b i c a  se de j6 en reffigemdor durante u 
noche para separar ambas capas. 
E l  res iduo  se extrajo nuevmente con 45 m l  de clorofomo, net2 
no1 2 : l  a reflujo durante 2 horas. 3 2  extracto se enfri6 z temperatura 
ambiente, se f i l t r 6  y e l  residuo remanente se lav6 con 5 ml de cloro- 
fomo, metanol 2 : l .  Se reunieron 10s extractos (45 l o l ) ,  se rneaclaron 
con 32,5 m l  de ague y para l a  separaci6n de l a s  capas de procedi6 en 
l a  forma antes indicaaa. 
Las capas acuosas metandlicas (capa superior) se removieron 
p o r  suoci6n y e l  renanente de l a s  mismas se extrsjo por repetidos lava 
dos con pequefias cantidades de clorofomo, rnetanol, agua 2:48:47 (en 
vol. ), ouidando de no mezclar con l a  capa inferior .  E l  lfqutdo de lava 
do residual que queda como una l igera  capa superior, se homogeneis6 
con l a  in fer ior  por agregado de metanol. Se reunieron l a s  capas infe- 
r ioros contentendo 10s l ipidos to ta les  extrafdos y purificados, y se 
lleveron a sequedad en un bal6n tarado. Lns capas scuosas metand~cas  
se reuxderon, conoentraron y l iofi l izaron,  y e l  residuo insoluble se 
suspendid en agua y se Llofilizb. 
C A R A C T E R I S T I C A S  D E L  T J A T E R I A L  
Se uti l iearon vainas madusas de Gleditsia tyriacanthos reoolec- 
tadas en e l  Parque Pereyra Iraola,  Prwincia de Buenos Aires. Ce estas  
vainas se o b t u ~ e r o n  l a s  s e d l l a s ,  l ib res  de alteraoiones y seleociorg 
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das segdn su tamaiio, empleadas en l a  imres~gaoi6n.  
E l  aislamiento ae l a s  dristintas fracoiones se l lev6 a oabo so- 
semillas molidas en un m o l i n L l l o  Wiley (malla 2 0 ) ,  imediatamente 
antes de l a  extraccibn. 
SEPA.RACIOI!i I23 LA SEMILILA EN SUS DISTINTAS PARTES 
Se m&z6 pesando una can-tzidad dada de semiUas enteras y ca- 
lentandolas con agua a ebullioidn hasta que, por  hinchado de l a s  nris- 
mas, se  produjo l a  rmptura de l a  oubierta (10 a 15 mjnutos). Las semi- 
l l a s  se oolooaron en alcohol para ev i ta r  una postedor  solubiliaaci6n 
ael  mucilago y l a s  protefnas, y e l  endoapema se separd manualmente de 
l a  t e s t a  y del. embrL6n. Las dist9Mtas partes se Ilevaron a seco de e t g  
no1 y se detemxinaron 10s porcen-bajes aproximados de l a3  mismas en l a  
sexailla, as5 oono tambidn su aontenido en nritrbgeno (Tabla 1 9 ) .  
E X T R A C C I O N  Y P U R I P I C A C I O N  
D E  L A S  F R A C C I O N E S  
N O r n N C L A r n  
Las diskintas fracciones obterxidas en 10s prooedimientos de ez  
tracci6n (Figma 20), se designaron en l a  f omna indioada en l a  Tabla 
63 .  
Tabla dd. b 1 b  de las fiacciones estudisdan. 
Polisacilridoa &fdos con solmi6n & hidr6xfdo de pubs10 10 % (~emicelulosas) 
tkmicelulasa A (predpltada a1 h l i r a r  pcr difilisis) 
kicelulosa 0 (predpftada con tres v o l ~  de etznol) 
Henicelulasa C (soltble m e n t e )  
Poli&dos extrafdas con solucidn de oxalab de m i o  1 % (Sudmias p6cticas) 
Sustarcias pBcti~as A (pmipitadas a1 dializar) 
SLIstancfas @ticas B (p . fp l .Qhs a pH 4 con dm voILtoenes de acetona) 
Sustancias pecticas C (saluble 13ewanente) 
P o l i d d a s  e h f h  con soloci6n de usa 7 1 
Extraooidn oon agua a temperatura ambiente 
Las semillas mol..idas (118,O g)  se extrajeron dtmante 72 horas 
con agua d e ~ t i l a d a  (7 l), empleando rn-toluidina como germicida. El ex- 
t raoto acuoso se separ6 For centrjfl~gacibn y e l  residuo insoluble se 
e d r a j o  nuevamente en oondicionos an6logas durante 45 horas con 2,5 1 
de agua destilada. Se separ6 e l  segundo extract0 acuoso y e l  residuo 
insoluble se extrajo en l a  misma foma con 1 1 de agua durante 24 ho- 
ras r 
Para e l  a,islaniento del galaotomanano (fraocibn Gm) , se m a g  
ron 10s doe p r i ~ r o s  exbractos acuosos y se agreg6 etsulol, lerrtmen-te 
y con a@taaibn vigorosa, h a s h  unn ooncentraaidn del 10 $ (experien- 
c ias  previas, llevadas a oabo sobre u m  alfcuota, indicaron que e l  ga- 
laofomanano no preoipita a esa concentraoibn). 81 oabo de 24 horas de 
agitacidn se separ6 e l  residuo insoluble fomado por restos del mate- 
rial extrafdo, y se descart6. Se agreg6 etanol al lfquido sobrenadante 
Elasta una comentracibn del 31,8 $ (Ifmite m6ximo de pmoipitaoibn de- 
terminado previamente sobre una alfcuota). E l  galactomanano precipita 
en esas condioiones oomo f ibras  blsnoas. Se decantaron l a s  aguas ma- 
dres y sobre una alfcuota se increnent6 l a  concentraci6n de etanol hag 
t a  un 70 $, obteniendose un precipitado despreciable. E l  galactomanano 
obtenido so  prensd entre hojan de papel de f i l tm  y se dej6 en etanol; 
por secado se obtuvieron 23,O g de producto (fraccibn G,: rendimiento 
l9 ,5  $, + 25,8 ( c  0,1, ogua), Atrbgeno (dos deteminaciolleo) 
1 ,7  $1. 
Por tratardento del t e rcer  e d r a c t o  acuoso oon etanol, en fa 
forna descripta para 10s dos primero8, se obnerv6 una escass precipita  
cibn a h  llevando a1 60 $ (rendimiento 0,I. $), raz6n por l a  cual este 
producto fue d.esca&iado en l o  obtencidn de l a  fracci6n Gat y l a  etapa 
correspondiente suprimida en o t r o s  aislaxnien-tos. 
Por otra parte, l a s  e3ct;mcciones exhaustivas del galactomanano 
soluble en agua a temperatus ambiente llevadas a cab0 con e l  objeto 
de eli&nar este pmducto de l a  semilla, se realizaron en general rep& 
tiendo e l  procedimiento hasta no observar precipitaci6n cuando e l  ex- 
t r a c t ~  acuoso es  volcado sobre dos volhenes de etanol ( t m s  a cuatPo 
extracciones sucesivas). 
Extracoidn con agua a 50° 
E l  residuo proveniente de l a  extracci6n e&austivz de l a  frac- 
cidn h, se extrajo durante 24 horas con agua destilnda (1 1) a 50° en 
presencia de m-toluidlna. Se separ6 por centrifugacibn e l  e-xtracto 
acuoao y se XLevamn a cab0 dos edxtracciones mds en is  misaa f orma. Se 
remderon  10s dos primer06 extrsctos y se er-friaron a temperaturn am- 
& 
en l a  foma indicada para l a  fraccidn Gm, obteni6ndose 3,4  g de produg 
I t o  (fracci6n Gm50: rendimiento 2,9 $, (RA-:_+ 21,8 ( o  0,09, agua) y + 
a *-' 
19,8 (0 0,1, ClNa 0 , l  I), nitrdgeno 2,4 $). Incrementando l a  ooncentra_ 
oibn en etanol al 60 $ se produjo un precipitado despreciable. 
E l  te rcer  extract0 aouoso tratado en f o m  anaoga a l o  Lndioa 
do para l a  extraccidn a temperatura ambiente, d i ~  u n  rendjmiento del 
Las extracciones exhaustivas de l a  fraccidn Gm50 se efectuaron 
de l a  manera descripta para la, fraccidn h, pero extrayendo a 5G0. 
Por secado del residuo insoluble remanente (fraccidn Sg) de l a  
efiraccibn exhaustiva de 10s galactomananos (fxacciones Gm y GmtjO) se 
obtuvieron 52,O g (44,0 $) . 
PROCEDIIYTIENTO 2 
Extraooidn djreota oon agua a 50° 
Las semillas m o l i d k  (25,0 g)  se extra jeron durante 24 horas 
con agua destilada (1,25 3.) a 50°, en presencia de m-toluLdina. E l  ex- 
t r a c t ~  acuoso se separd por centrifugacidn y e l  residuo insoluble se 
extrajo nuevanente en l a  misma forma. Se reuaieron ambos extractos y 
se enfriaron a temperatura ambiente. La precipitacidn del galactomana- 
no solubilizado dkrectamente en agua a 500 (fracci6n C Q ~ )  se 11ev6 a 
cab0 s e g h  l o  indicado pora l a  fraccidn Gm, pero con un lfmite m6ximo 
de precipitacidn del 35 $ en etanol, obtenikndose 3,9 g d.e producto 
(fraccidn %-t: rendimiento 15,7 $, [f$)g+ 37,8 ( c  0,05, agua) y + 31,3 
( c  0,07, ClBa 0 , 1  M ) ,  nitr6geno 1,9'$). . 
Se real iz6 una tercera extraccidn del residuo insoluble mma- 
no1 de hasta e l  37,5 $, un producto despreciable. 
P U R I P I C A C I O N  
IL Precipitacidn fraccionada de l a  f raccidn La fracci6n G, (2,0 g) se disolvid en agua destilada (1 1) p o r  sgitabi6n a temperatura ambiente durante 24 horas (no se observ6 resi- duo insoluble). Se agregd etanol lentamente y con agitaci6n hasta una -concentracidn ae l  1 0  % s i n  que se produjera precipitacidn. Se continu6 e l  agmgado de etenol hasta una concentracidn del  20 $ y se separd l a  
fracoi6n precipitada ( & ~ ~ ) a  A l a  solucidn sobrenadante se agmg6 eta- 
no1 hasta una concentracidn del 25 $ y l a  fxaccidn precipitada ( h e 5 )  
se separ6. Se r e p i t i d  e l  procededimiento llevando a una concentxaci6n 
de etanol del 30 $, con l o  que se obtuvo l a  fracci6n Gm300 Sobre l a  so 
luci6n sobrenadante se increment6 gradudlmente l a  concentracidn de e ta  -
201 
no1 hasta un 60 $ s i n  que se observara l a  f omaci6n de uxl nuevo pmcri- 
pitado. Esta soluci6n se conoentr6 y l i o f i l i a 6  (fraccibn hs), y l a s  
f racci ones precipitadas se llevaron a seco. 
Los resultados obtenidos figuran en l a  Tabla 23 (Rguras 18 y 
1 9 )  
~ u b f r a c c i o n a m i e n t o ~ 5  
La fracci6n &5 (24  mg, nitrbgeno 7,4 $1 se suspendid en agua 
(50 ml) y s o  agit6 durante 1 6  horas. Se separd por  centrjfugaci6n e l  
resiauo insoluble, se resuspendi6 en agua y se l i o f i l i z d  (fraccidn 
-55: nitr6geno 10,O 5 ) .  E l  sobrenadante se concentr6 y l ~ o f i l i z d  
(fraccibn M 5 s :  nitrdgeno 2,4 $1. 
Extracoidn de 10s galactomananos del endosperma 
Se llevd a cab0 por e l  Procedimiento 1. 
E l  material mol ido  (33,0 g) se extrajo a temperatura ambiente 
durante 24 horas con agua destilada (4  1). E l  extracto acuoso se sepa- 
r d  por centr i f~~gacibn y sobre e l  residuo imoluble se efectmron dos 
extracciones m A s  en condiciones anaogas (1 1 de agua b s t i l a d z  duran- 
t e  72 horas, y 700 rnl durante 24 horas) . Se reanieron l o s  extractos 
acuosos y se concentrason a 1,27 1. Se agregd etanol, lentamente y con 
agitacidn vigorosa, hasta una concentracidn del 1 0  $. A 1  cabo de 8 ho- 
ras Be agitacidn se separd e l  residuo insoluble (despreciable) y se 
descart6. Al sobrenadante se agregd etanol, lentamente y con agitacibn, 
hasta precipitacibn. Se separd l a  fracci6n precipitada y se repi t id  l a  
precipitaaidn con concentraciones crecientes de etanol. La solucidn re_ 
manente se concentrd y se d i d i z 6  (24 horas) y f i m h e n t e  se l iof i l iz6.  
Las fracciones precipitadzs se llevaron a seco. Los resultados f igwan 
en l a  Tabla 24. 
E l  residuo prweniente de l a  extraccidn a temperatma ambien- 
t e ,  se extrajo durante 48 horas con agua destllada (1 1) a 50 C. Se sg 
pard e l  extracto acuoso y se llevaron a cnbo dos extracciones m a s  en 
l a  misma foma. Se reunisroa 10s dos primeros extractos, se enfziaron 
a temperatura ambiente y l a  pec ip i tac i6n  del galactomanano (Tabla 24) 
se reaLiz6 en l a  forma antes indicada. E l  t e rcer  extracto acuoso, t ra-  
tado en foma anfiloga, d i o  (Tabla 24) muy bajo rendimiento. 
Por secado del residuo insoluble mmanente se obtwieron 5,37 
g. Sobre 2,O g del znismo se efectud l a  extraccidn con agua destilada 
(150 ml) a ref lujo  durante 24 horas. Se separ6 e l  extracto acuoso, se 
enfri6 a temperatura ambiente y se procedid a l a  pmcipitacidn del ga- 
lactomanano en l a  misma foma (Tabla 24). 
Sobre o t r o s  2 , l  g de este residuo se 11ev6 a cab0 l a  extrac- 
ci6n con aoluci6n de hidr6xido de potnsio 1 0  $ (160 m l )  durante 24 ho- 
d 
ras. Se espar6 e l  extracto alcalino, se f l l t r b  a1 vaofo a trav4s de pa 
pel  de f lbra  de vLdz5.0, se diaU.l;6 hasta neutralidad (38 horas) s i n  que 
se obsemara l a  aparjcidn de precipitado, La solucidn se concentr6 a 
115 ml y se procedi6 a l a  precipitacidn de1 gdlactomanano en l a  fomna 
antes indicada. 
H E U I C E L U L O S A S  
E X T B A C C I  O N  
PROCEDIJ!,/lIEN!.I?O 1 
E l  residuo proveniente de l a  extraocibn exhaustiva de 10s gal= 
tomananos (fraecibn S g )  de 118,O g de senil las,  se extrajo durante 24 
horas oon aolucidn de bidr6xido de potasio 10 $ (1 1). Se separ6 por  
centxifugaci6n e l  extract0 alcalino y se f i l t r b  e l  sobrenadante a1 va- 
cfo a traves de papel de f ib ra  de v i d r i o .  E l  procedimiento de extrac- 
ci6n se ~ e f l t i b  dos veces m & s ,  a1 cab0 de l a s  cuales e l  residuo insolg 
ble remanente (fraccibn Sh) se lav6 con agua destilada hasta neutrali- 
dad y se sec6 (fracci6n Sh: rendimiento 16,2 $, nitrdgeno 0,85 5 ) .  Las 
aguas de lavado se reunjeron con e l  6 l t i m o  extracto aloalino. 
Cada uno de 10s t r e s  extractos alcalinos se diaUz6 hasta mu- 
t ra l idad (mfnimo 72 horas) y e l  precipitado obtenido en es ta  fomna 
(fraccibn KA) se separ6 y se secb. 
Las aguas madres de l a  fracci6n HA se concentraron a una qurin- 
t a  parte de su volumen y se volcaron cor, agitacibn sobre t r e s  v o l h e -  
nes de etanol. E l  precipitado (fraccibn HB) se separ6 y se sec6. 
Las aguas madres de l a  fraccidn KB se concentraron y I i o f i l i z g  
ron, obtenidndose a s i  l a  fraccidn HC. 
Los porcentajes obtenidos figuran en l a  T ~ b l a  25 y e l  contea-  
do en r~itr6geno de l a s  fracciones, en l a  Tabla 26. 
Se extrajo l a  fraccibn Sh una vez m6s en l a s  condiciones indi- 
I cadas y se obtuvieron l a s  fracciones HA, HB y HC con un rendimiento 
del 0,04 $, 1 , 3  $ y 0,08 '$ respectivamente, razbn por  l a  cual l a  cuar- 
t a  extracoibn alcalina fue suprinida en o t r o s  dslamientos. 
I PBOCBDmEWO 2 
! 
La extraccibn de l a s  hemicelulosas y l a  neutralizacibn de 10s 
e d r a c t o s  alcalinos se realizaron en l a  forma indicada para e l  Procedii 
miento 1. 
Para l a  precipitacibn ds l a  fraccidn HA se sigLi;ib e l  tratamien 
t o  propuesto por Blake y col. (1971). Se conoentr6 l a  suspensidn contg 
niendo l a s  hemicelulosas a una quinta parte de s u  volumen, se c d e n t 6  
en baEo de agua a ebullicibn durante 1 0  minutos y se dej6 a 30° duran- 
t e  5 horas. Una vez sepamda l a  f racci6n HA, se obtuvierou l a s  f raccig 
nes HI3 y HC s e g b  l o  descrjpto en e l  Procedimiento 1, 
'Los porcentajes obtenidos figuran en l a  Tabla 25. 
P U R I F I C A C I O N  
DETERMINACION DE LA HOEOGENEIDAD DE LA PRACCION HA FOR IXSOLUCION 
PRACCIOITADA - CON SOLUCIONES DE HIDROXIDO DE POTASIO 
I )  La fraccidn KA (0,150 g, nitr6geno 2,g $, metoxilo 0,7 5)  se suspe; 
d i 6  en solucidn de hidrdxido de potasio 10 $ ( 3 0  nil), y se wit6 hasta 
disolucibn constante. E l  reai duo insoluble ( fracci  6n mi) se separ6, 
se lav6 con agua destilada hasta eliminar e l  4lcal i  y se sec6. E l  ex- 
t r a c t ~  aloalino se dializ6 hasta neutralidad, se concentr6 y 1iofi l iz6,  
obterA6ndose l a  f racci6n HA10. 
Los resultados (subfraccionamiento 1) f igman en l a  Tabla 31. 
11) Se suspendiemn 3,O g de l a  fracci6n HA ( i d h t i c a s  propiedades gene 
r a l e s )  en soluci6n de h i d r d x i d o  de potasio 1 0  $ (600 m l )  y se agitaron 
durante 30 minutos. Se separd e l  res i  duo insoluble (fraccibn H A i ) ,  se 
1av6 y se sec6. 
La deter~ninaci6n se efectu6 por duplicado (subfraccionamientos 
3 y 4). 51 extract0 alcalino se dializ6 hasta neutralidad sin que se 
observe, en e l  caso del subfraccionmiento 3 ,  l a  aparici6n de preoipi- 
tado. lia solucidn conteniendo l a s  hemicelulosas se de j 6 a tenperatura 
ambiente y dL cab0 de un mes se obtuvo un precipitado finamente divid& 
do no separable. Despu6s de 11 meses se recuperaron l a s  fracciones HA, 
HB y HC utilisando e l  Procedrimient o 2. 
Loa porcentajes respectivos figuran en l a  Tabla 32. 
111) La fracoi6n HA (1,O g, id8nticas 'propiedades generales) se suspen -
a 6  en soluci6n de h id rdx ido  de potasio 1 0  $ (200 ml) y se agitb d u r a ~  
t e  24 horas. E l  extracto alcalino ( fraccibn  HA^^) se separ6 por cent* 
fugacidn y e l  residuo insoluble se extrajo con soluci6n de k id r6x ido  
de potasio 15 $, obtenidndose e l  extracto alcalino conteniendo l a  f rag  
cidn HA15. Se separb kste p o r  centrifugaci6n y e l  procedimiento se re- 
p i t i 6  oon soluciones de hidrdxido de potasio de concentracidn crecien- 
t e  para obtener l a s  fracciones H A ~ o ,  HA25 Y HA30 por disoluci6n a l a  
concentracidn de 6loali  indicada pox e l  subindice correspondiente. Dd- 
bid0 a que l a s  soluciones mostraron tendencia a colorearse, 10s tiem- 
pos de extraccidn se redujeron hasta un tiempo f i n a l  (fraccibn HA30) 
de 1 hora . E l  residuo insoluble remanente (fraccibn HAi) se lav6 y se 
Cada uno de 10s oinco extractos alcalinos fueron drializados 
hasta mutralidad, obtenidndoae s 6 l o  u n  precipitado signif i c  ativo en 
e l  caso de l a s  fracciones HA15 y HA20. E s t o s  se separaron y se secaron 
2 04 
(frscciones HA15i y HA2rnr respectivamente ) . Las soluci ones remanentes 
se concentraron y l iof i l izaron.  
Los resultados obtenidos figuran en l a  Tabla 33. 
DET-NACION DE LA HOMOGENEIDAD Dl2 LA PRACCION HB 
f La fraccidn HI3 (0,5 g ,  -32,5 ( c  0 ,2 ,  NaOH 0 , l  N ) ,  nitr6gg 
\ 
no 7,5, netoxilo 0,6  $) se suspendid en agua destilada (50 ml), se a& 
t 6  sobre bafio de agua helada y se ajust6 a pH 5 con solucidn de &ciao 
acdtico al 50 6. E l  residuo insoluble (fraccibn H B ~ )  se separ6 y se se 
c6. 
E l  extracto &do (50 n l )  se llev6 a pH 3 en l a s  mismas con&- 
ciones y e l  precipitado obtenido (fraccidn H B ~ )  se separ6 y se secb. 
Las aguas madres de l a  fraccidn HB2 (50 ml) se volcaron Sobre 
t r e s  volhenes de etanol, bajo l a s  condiciones antes indicadas, y e l  
material precipitado (fraccibn H B ~ )  se separ6 y se secd. 
E l  sobrenadante de l a  fraccidn HB3 se concentrd y ~ o f i l i e b  
( fraccibn HB4). Los resultados obtenidos figuran en l a  Tabla 40. 
FRACCIONAMIENTO DE HB FOR P~CIPITACION CON IODO EN PRESENCIA DE CLORU- 
RO DE CALCIO 
Se realizd siguiendo l a  t6cnica desclilpta por  Gaillard (1961). 
La fracci6n HI3 (1,O g, id6nticas propiedades generales) se sug 
pendid en solucidn de cloruro de calcio 41,2 $ (100 ml) y se agitd du- 
rante 6 horas. Se separ6 e l  residuo insoluble (fraccibn HBi), se lav6 
con agua y se secb. Por adicibn do 2 m l  de solucidn de i o d o  ( 3  g de i g  
do y 4 g de ioduro de potasio en 100 m i  de agua) a1 sobrenadante, se 
obtuvo un precipitado marrdn oscuro (fraccibn m1) que se separd por 
centr if  ugaoi dn. 
Se destruyd e l  exceso de i o d o  de l a  soluci6n remanente por 
agregado de t i o s u l f  ato de s o d i o  y se dializd contra agua corriente (ex_ 
periencias previas indicaron una contaminaci6n con sales de 10s p o l i s 2  
c6ridos obteaidos, superior a1 100 $ para l a s  fracciones HBr j  y HBrsr 
si no se someten a di&Li.sis l a s  soluciones cor respondie~es) .  La solu- 
ci6n ae concentrd a un terc io  de su volumen y se volcb sobre t r e s  volg 
menes de etanol, sobre baa0 de agua helada. E l  precipitado obtenido 
(fraccidn HEri) se separd y se secb. Las aguas madres de l a  fraccidn 
H B d  se concentraron y li ofilizaron ( fraccibn HB,). 
La fracci6n HB1 se suspendi6 en agua (75 ml) y se agit6 hasta 
disolucidn Completa. Se destruyb e l  exceso de iodo con t iosulfato de 
s o d i o  y l a  solucidn se d i d i z d  contra agua corriente, se concentrd a 
l a  mitad de su  volumen y se volc6 sobre tres volhenes de etanol, so-  
bre baiio de agua helada (fracoibn HBli). Las aguas madres se concentrs 
xpn y li of jli zaron ( f racci bn ml, ) . him 
Los resultados obtenidos figuran en l a  Tabla 41. 
SUBFRACCIONAEBIEN'POS DE LA FRACCION HC (Figura 53) 
Se llevaron a cab0 por cromatograffa sobre geles, utilizando 
e l  prooedimiento descxipto en l a s  tQcnioas generales. 
Cromatograffas analfticas 
La fracci6n HC (60 mg, nitr6geno(dos determinaciones) 11,l $, 
cenizas 10,4 $1 se suspendid en e l  solvente de elucidn ( 2  ml) y se ca- 
lent6 en baiio de agua a ebuUici6n hasta disoluci6n. E l  r e s i d u o  i n s o l s  
ble (fracci6n H C ~ )  se separd y se secb, y l a  soluci6n sobrenadante se 
sembrd sobre l a  colwnna de fraccionarmiento (Sephadex G-100). Se mufig 
ron l a s  fracci  ones correspondientes en t r e s  fracciones mayores ( H C ~ ,  
HC2 y H C ~ ) ,  que se concentraron y l iofi l izaron.  
LOS resultados obtenidos empleando como eluyente agua y so lu -  
cidn de cloruro de s o d i o  0,05 M est5;n indicados en l a s  Eguras 38 y 39. 
Cromat ograff as preparativas 
Se efectuaron dos f racc iomientos  equivalentes sobre Sephadex 
G-100 usando aolucidn de cloruro de s o d i o  0,05 31 como eluyente. 
La fraccidn HC (1,G g, (lbIn -14,3 ( c  0 ,2 ,  BaOH 0 , l  N), n i t r 6 -  
!, 
geno (dos detemrrinaciones) 7,7 $, cenizas 2,7 $) se suspendib en e l  
solvente y e l  residuo insoluble remanente luego de l a  disoluci6n en bg 
fio de agua a ebullici6n (fracci6n H$ ) se descart6. E l  elufdo se reco- 
gi6 en cuatro fracciones pr incipdes  ( ~ i ~ u r a  41), de l a s  cuales l a s  
fracciones HC1, HC3-I Y HC3-2, que corresponden a 10s picos mayores, 
fueron l a s  util izadas en 10s a d l i s i s  subsiguientes. 
Las soluciones conteniendo cada claa de l a s  fracciones se con- 
. 
centraron (3  a 5 ml) y se pMf ica ron  p o r  recrmatogxafia sobre Sepha- 
dex G-100, La eliminacibn del cloruro de s o d i o  se l lev6 a cab0 p o r  erg 
matograffa sobre Xephadex G-15 (10s estudios de djQlisis efectuados 
con l a  fracci6n HC (ver A~Qndice, p4g. 212) indicaron e l  pasa je de l a  
misma a trav8s de l a  membrana y l a  imposibilidad de eliminar l a s  sales 
por  este metodo) . Por concentraci 6n y l iof i l izacidn se obtuvleron l a s  
fmcciones puras: 
Praoci6n HCl 
Se obtuvieron (Figuras 43 y 44) 38 mg de producto (rendimiento 
Fraoci dn HC3-1 
Se obtuvieron 105 mg (rendimiento 10,5 $, nitr6geno 7,O $) de 
producto, siendo necesari o efectuar dos cromatograff as sobre Sephadex 
G-15 para eliminar l a s  sales (Eiguras 47 y 48). 
Praccidn HC3-2 
Se obtuvieron 1 2  mg (rendimiento 1 , 2  5 )  de producto, siendo 112 
4 
cesario p o e d e r  oomo se indicb para l a  fracci6n HC3-1 pay8 obtener l a  
fmcoi6n pura, 
La sepasaci6n de l a  fraccidn HC3-2 en sus cuatro fracciones c* 
ponentes se Uev6 a cab0 sobre Sephadex 6 1 5  (Figma 51). Las fraccio- 
nes HC3,za (rendimiento 12,4 96, nitrbgeno 6,5 $, cenizas 5,9 $1 Y 
HC3-zd (rendlniento O,7 $) resultaron prdcticamente l ib res  de cloruro 
F 1 & e  sodio.  La fracci6n HC3-2b se descartd y l a  HC3-ac se recromatogra- 
f i 6  sucesivamente sobre Sephadex G-15 usando agua y etanol respectiva- 
mente oomo eluyentes (Figura 52), resatando a h  impurif'icada con clo- 
Se ooncentrd y U o f i l i z 6  l a  soluci6n conteniendo e l  t o t a l  de 
l a  fracci6n HC3-2, (232 mg) , se suspendid en dimetilsulf6xido (10 ml) 
y se dej6 bajo agitaci6n magndtica durante 1 hora. La suspensidn ~ s u k  
tante se decant6 durante 24 horas y se separ6 p o r  centrifugaci6n e l  rg 
siduo insoluble (cloruro de s o d i o ) .  Experjencias previas llevadas a CZ 
bo con mezclas de l a  fraccidn HC y cloruro de sodio ( 1 ~ 1 0 ,  en peso) ig 
dicaron una remoci6n del cloruro de s o d i o  del 95 $. E l  insoluble se 1s 
v6 con dimetilsulf6xido (1 m l )  que se reuni6 con l a  solucibn, y se se- 
c6 (67 mg). La soluci6n sobrenadante se  liofilrizd y e l  material resul- 
tante se suspendi.6 en etanol absoluto ( 2  m l ) ,  obtenibndose un residuo 
insoluble que se separ6 y se secd (70 m g ,  cenizas 94 ,3  $). Se l i o f i l i -  
z6 l a  solucibn sobrenadante y se rep i t id  e l  dltimo t ra tmiento,  des- 
puds de l o  oual l a  solucidn resultante se l io f i l i z6 ,  con l o  que se ob- 
tuvo l a  fraccidn HC+zc (rendimiento 5,O $, cenizas 7,2 5 6 ) .  
HIDROLISIS Di3 LA PRACCION HC CON ENZIMAS P ~ T E O L I T I C A S  
I) H i d r 6 l i s i s  con t f ips ina  
La fracci6n HC (200 mg, llitrdgeno (dos deteminaciones) 11,196, 
cenizas 10,4 $) se disolvi .6 en 1 0  m l  de solucidn buffer de fosfato de 
s o d i o  0 , l  M, pH 7,8 y se incub6 a 370 en un tub0 de di61isis (1/4 p a -  
gada) con 1 0  m g  de t r ips ina ,  dializando en forma conidnua contra l a  
misma soluci6n buffer. Al cabo de cinco &as de h i d r 6 l i s i s  se agreg6 
lentamente y con agitaci6n constante, soluci 6n de 6ci do tricloroac6ti- 
co 40 $ ( 3  ml) y se dej6 en repovo durante 30 minutos. Se separ6 por 
cent~ifugaci6n e l  precipi+;odo y e l  sobrenadante se dializb contra agua 
destilada durante 45 haras. E l  material no dializado (fracci6n H C ~ )  se 
recuper6 por  concentracidn y l i o f i l i z a d  bn, obteni6ndose 1 4  mg ( frac- 
c i  6n HCt : nitr6geno 2,2  $) . 
La deteminacibn del  porcentaje de fracci6n HC (no tratada con 
t r lps ina)  pmcipitada pox tratamiento con dcido tricloroacdtico 40 %, 
se reali56 suspendiendo l a  fraccibn HC (50 mg) en agua destilada (2,5 
ml) y agregando a1 sobrenadante de separar e l  residuo insoluble por 
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centrifugacidn (despreciable) , Qcido tr iclomac6tico 40 '$ (0,8 m l )  en 
l a s  oondiciones especificadas para l a  fraccibn KC t ratada con txipsina. 
Se separd e l  pxecipitado y e l  sobrenadante se dializ6 en l a  forma in% 
c a b .  Pox comentracidn g Isiofilizaci6n se mcuperaron 1 2  mg de l a  frqg 
oidn HC (rendimiento 24 6, nitr6geno 7,08 $). 
U) H i d r d l i s i s  con pronasa 
La fracci6n HC (200 mg, i d h t i c a s  propiedades generales) y l a  
pronasa (40 mg) se suspendieron en 1 2  m l  de solucidn b m e r  de fosfato 
de sodio O , 1  N, pH 7,0, con o l o m o  de calcio 0,005 N y se inoubaron a 
37O durante 24 horas con agitaci6n constante. Pindizada l a  incubac5.6~1, 
se centrifugd e l  residuo insoluble y l a  solucidn sobrenadante (12 ml) 
se dividi6 en dos partes ( 6  C/U) que se dializaron en tubos de d16- 
l isis  (1/4 pulgada) , una contra soluci6n de cloruro de s o d i o  0 , l  Y (80 
ml) durante 3 horas y l a  otra contra agua destilada (80 a) duranGe 7 
horas . 
E l  contenido de ambos tubos de dis;Lisis (fracci6n H C ~ )  se mu- 
n i b ,  concentrd y l i o f i l i z6 ,  obtenldndose 80 mg (fraccibn HCp: nitrdge- 
no 9,0 $). 
SUBFILACCIONmENTO DE LA FRACCION HCp 
Se ef ectub por cromatograffa sobre Sephadex 6-100, empleando 
agua cono eluyenta. Pox cromatograffa sobre Sephadex (2-25 no se obtuvo 
f racci onasliento. 
La fraccibn HCp (60 nig, nitr6geno 9,0 5 )  se suspendid en agua 
( 1  m l )  y se calent6 en bail0 de agua a ebulXci6n hasta disolucibn. El 
msiduo insoluble ( fraccibn H C ~ ~ )  se separd y se seob, y l a  soluci6n 
sobrenadante se sembrd sobre l a  col& de fraccio-iento. Se separa- 
ron l a s  c w t r o  fracciones principales (Figura 351, se comentraron 3 
li ofilizaron. 
50s resUtados obtenidos estftn indicados en l a  Tabla 47. 
S U S T A M C I A S  P E C T I C A S  
A I S L A M I E N T O  
E l  residuo insoluble proverxiente de l a  extraccidn exhaustiva 
de 10s galactomananos de 15,88 g de semillas (fracci6n S g ) ,  se extrajo 
con soluci6n de oxaleto de amonio 1 $ (100 m l )  a reflujo durante 2 ho- 
ras. Se separ6 e l  extract0 acuoso por  centrifugacidn y se enfri6 a tern 
peratura ambiente. Se ajustb a pH 4 con solucibn de Qcido acktico 50 $ 
s i n  que se observers precipitacibn, y s e  volcd sobre dos voldmenes de 
acetona. Se separ6 e l  precipitado obtenido, se lav6 por interca~bbio de 
solvente con acetono y Qter ,  y se sec6. E l  procediniento se  repi t id  
hasta a i s l a r  en forma exhaustiva l a s  sustancias pdcticas. El residuo 
insoluble remanente de l a  extracci6n se lavb con agua y se secb, obte- 
Ilidndose 3,17 g (fraccibn Sp: rendimiento 20,O 6, rxitrbgeno 6,6 $, me- 
t o x i l o  1,2 $). 
P U R I F I C A C I O N  
La purificaci6n del producto crudo se llev6 a cab0 por suspen- 
sibn del mismo en agua (29 ml/g de producto crudo) , diQlisis durante 
28 horas y posterior conoentracibn y liofilLzaci6n, obtenidndose 3,19g 
(fracci6n P: rendimiento 20,1 $, nitr6geno 4 , l  $, metoxilo 2,9 9 6 ) .  
SUBFRACCION~ENTO XE LA FRACCION P 
Se realizd suspendiendo 0,70 g de l a  fracoidn P en agua (150 
ml)  y agitando durante 24 horas. El insoluble remanente en estas con% 
ciones (fracci6n PA) se separb y se secb, previo lavado por internam- 
b i o  de solvente con amtona y bter  (fraccibn PA: rendimiento respecto 
de l a  semilla entera 3 r0  $, nitrdgeno 2,4 $, metoxilo 0,9 %). 
Las aguas madres de l a  fracci6n PA se concentraron a una qcrin- 
t a  parte de su  volumen, se ajustaron a pH 4 con solucibn de acid0 ac6- 
t i co  50 $ y se volcaron sobre dos volhenes de acetona. El precipitado 
(fraccidn PB) se separ6 y se secd (fraccibn PB: rendimiento 15,3 %, $ 
tr6geno 3 ,3  $, metoxilo 2,6 $). 
Las aguas madres de l a  fraccidn PB se concentraron y 1iofil;ieg 
ron, obtenidndose asf l a  fraccibn PC (rendimiento 1,7 $, nitrbgeno 
(dos determinaciones) 1 7 , O  $, metoxilo 1,7 %). 
Un resumen de 10s resultados obtenidos figura en l a  Tabla 29. 
E X T R A C C I O N E S  C R U Z A D A S  
SECIJBYCIA N O  1 
Se t ra taron 6 , O  g del residuo proveniente de l a  extraccibn cog 
secutivs de 10s galactomananos y l a s  hemicklulosas (fracci6n Sh) con 
soluci6n de oxalato de amonio 1 $ (100 m l )  de l a  manera descripta para 
e l  aislamiento de 13s sustancias $cticas. A 1  cab0 de una ser ie  de c ig  
co extracciones sucesivas y posterior purificacibn por d id l i s i s ,  se ob 
tuvrieron 0,455 g de l a  fraccidn P (rendimiento respecto de l a  semilla 
entera: 1 ,2  $, nitrdgeno 3 , l  $, metoxilo (dos determinaciones) 0,9 %). 
E l  residuo insoluble remanente de l a  extraccidn se suspenS-6 
en agua, se  dial.Az6 durante 28 horas, se  concentld y l i o f i l i z b ,  obte- 
nibndose 4r78 g (fraccibn Shp: rendimiento respecto de l a  semilla en%% 
r a  12,9 $). 
SECUEIJCIA No 2 
Se t ra taron 2.2 g del residuo proveniente de l a  extraccidn con 
-secutiva de 10s galactomananos y l a s  suatancias pectioas (fracci6n Sp) 
con solucidn de h id rbx ido  de potasio 10 $ (80 m l )  de l a  manera &scr ie  
%a para e l  aislamiento de l a s  hemicelulosas (~rocedimiento 2) .  Se efeg 
6 una dnica extraccibn y se obtuvieron 0,554 g de l a  fracci6n H (re?& 
4 
209 
dimiento respecto de l a  semilla entera 4,94 $; fraccidn HA 0,07 $, d- 
trdgeno 4 , l  %; fraocidn HB 2,16 $, nitrbgeno 6 , O  $; y fraocidn KC 
2,71 $, nitr6geno 10,6 $). 
E l  residuo insoluble remanente de l a  extraccibn se suspndib 
en agua, se dialj-zd hasta neutralidad, se concentrd y l i o f i l i zb ,  obte- 
mendose 1,53 g (fraccibn Sph: rendimiento respecto de l a  semilla elrtg 
ra 13,7 $1. 
LOS resultados obtenidos mediante ambas secuencias aparecen en 
l a  Tabla 30. 
P O L I S A C A R I D O S  S O L U B L E S  E N  
S O L U C I O N  D E  U R E A  7M 
El  residuo praveniente de l a  extracoi6n exhaustiva de 10s ga- 
lactomananos de 50,4 g de semillas (fraccibn Sg) , se extra jo con solu- 
cidn de urea 7 TJI (600 m l )  durante 17 horas. Se separ6 por centafuga- 
cidn e l  extract0 acuoso y e l  p r o c e ~ e n t o  se repi t i6  dos veces m5s. 
Se rewderon 10s t r e s  extractos acuosos, se dializaron durante 24 ho- 
ras  y se concentraron. Los pol i sac~r idos  se precipitaron por adicidn 
de cuatro volhenes de etanol y se separason por  centrifugacidn, obte- 
nikndose 0,504 g (fracci6n U: rendimiento 1 , O  $, nitrdgeno 3 ,8  $, n;etg 
x i lo  2 , l  $) . Por concentracibn y l iof i l izacibn de l a s  aguas madres tie 
l a  fraccidn U se obtmieron 0,076 g (0,15 $) que se descartaron. 
O X I D A C I O N  C O N  P E R I O D A T O  
OXIDACION CON SERIODATO DE LA FRACCION HA 
Se efectud eo l a  forma descrip.da en l a  tdcnice general. La 
fracci6n HA (31,O mg) se suspendib en l a  solucibn de periodato de so- 
d i o  0,015 M (7 m l )  en un matraz aforado de 10 m l  y se mantuvo en agi tg  
cjdn en un V i b r o  Mixer. Antes de tomar l a  primera alfcuota se Uev6 a 
volumen. La oxidacibn se realizd durante 23 dias (Rgura 26). 
Fara l a  mduooi6n del polialdehido se separd por centrifuga- 
cidn e l  residuo insoluble y se destruy6 e l  exceso de periodato de so- 
d i o  del  sobrenadate por agregado de formiato de plomo (67 mg). A l  ca- 
bo do 3 ass se centrifug6 e l  precipitado y e l  sobremidante se t ro t6  
con borohidruro de sodio durante 1 kfa. E l  residuo insoluble de l a  on: 
daci6n se suspendib en agua (1 m l )  y se redujo con borohridruro de SO- 
dio. Se reunieron ambas fraccioms y se dializaron dumnte 48 horas. 
Por conoentraci6n y 1iofi l izacibn se obtuvjeron 27 mg del polidcohol. 
OXJDACION CON PERIODAT0 DX LA FRACCION HA DEGRADADA INSOLUBLE POR H I -  
DROLISIS ACIDA PARCIffi (8cido sulfbx5co 0,05 I?) (fraccidn a) 
Se Uevb a cabo en l a  forma descrigta en l a  tdcnica general 
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prwpendiendo 31,6 mg de muestra en l a  soluoi6n de perioda%o de sod5.o 
0,015 1V1 (7 m l ) .  No se  logr6 dslso~uoi6n t o t a l ,  efectdndose por l o  tan- 
t o  l a  oxLdaci6n en un Vibro Hixer g Uevando a volwaen (10 m l )  an.I;es 
I de extraex l a  primers &cuota (Pigura 27). 
I 
I La reduoci6n del poUddehido resultantie de l a  oxidac5.6n (9  
Has)  se efectud luego de di&izar l a  suspensidn durante 24 horas, Se 
agreg6 e l  borohidruro de sot3.o y se de jd a temperatura ambiente duran- 
t e  3 &as. La sus-pensibn se desioniz6 por &aLjsis durante 48 horas, 
se concentr6 y 1 i o f ~ ~ z 6  (29,4 mg) .  
La 'hidrblisis bids suave del polialcohol se l lev6 a cab0 por 
e l  metodo de Smith (1959) siguiendo l a  t6cnica descdpta por l!disaki y 
Kanamaru (1968). E l  polialcohol (6,0 mg) se t r a t 6  oon 1 ml de &ciao 
s u J . f ~ c o  0 , l  N a temperatura ambiente durante 18 horas en un Vibro 
xer. E l  material insoluble se  separd pox centrifugaoibn y se sometib 
a1 m i s m o  tratmxiento, a1 cabo de l a s  cuales e l  residuo insoluble rema- 
nente se separ6 por centrifugack6n y se descartb. Los hidrolizados se 
reunieron, se  mutral izaron con carbonato de bario, se centrifugaron y 
se llevaron a sequedad, 
La oxidacibn con periodato se repi t ib  con l a  fraccidn HA degrg 
dada insoluble proveniente de l a  h i d r d l i s i s  parcia1 preparativa. Se 
suspendid l a  muestra (180,8 mg)  en l a  solucidn de pexiodato de sod io  
0,015 IiI (50 ml) y se determind e l  consumo de periodato y l a  fomacibn 
de Bcido f6mxico (Eigura 29) durante l a  oxidacibn (29 horas) . 
La suspemi6n del poliddebido resultante se dialj-26 durante 
24 horas, ae agregamn 0,25 m l  de et i lengGcol y al cab0 de 24 horas 
200 mg de boxohidruro de s o d i o  y se dejd durante 48 horas m a s .  La sus- 
pensi6n se desioniz6 por diQisis durante 54 horas, se separd ld frac- 
cidn insoluble, que se lav6 y se sec6 (96 mg, nitr6geno 5,5 $), y e l  
sobrenadante se concentrd y l i o f i l i z 6  (92 mg, njtrbgeno 5,3 46)  
Se efectud l a  oxidaubn exhaustiva con periodato de sod io  de 
ambas frscciones, para l o  cual se suspendieron ( fraccidn insoluble, 
6,80 mg; fracci6n soluble, 6,46 mg.) en matraces aforados de 2 , l  ml O O ~  
teniendo l a  soluci6n de periodat0 de s o d i o  0,015 M y se agitaron en un 
D E T E R M I N A C I O N  D E  L A S  U N I O N E S  
O - G L I C O S I D I C A S  A S E R I N A  Y/O T R E O N I N A  
E N  L A  F R A C C I O N  H C  
Tratamiento alcalino de l a  fraccidn HC I 
1 
E l  trataxaiento alcalino de La fraccidn IIC se Uev6 a cab0 d i -  
ll 
1' solv3endo 1g misma (24,O mg) en solucidn de hidrdxido ds s o d i o  0 , l  N 
(30 nl) y mantenidndola a 5 O  durante 332 Ploras. 
Se registr6 e l  espectro de absorcidn ultravioleta de l a  S O ~ U -  
~ 2 6 n  (Figura 54, A )  a interva2.0~ regdares  de tienpo, utilizando cono 
referencia una solucibn de l a  fraocibn EC (25 rng) en agua (25 nl) y cg 
no blanoo l a  solucidn de h i d r 6 ~ d o  de s o d i ~ .  
Paralelamente se t r a t 6  en forma an4loga durante 141 horas una 
mezcla de 10s amino6cidos fen6Ucos ( t i rosina,  trriptof ano y f e n i l a l a g  
na en una relaci6n molar de 1:1:1) en solucidn de h i d r b x i d o  de SO&O 
0 , l  N ( 0 , l  pmoles/ml de cada aminobcido). 
Reduccidn de l a  fraccidn HC 
Se efeotud e l  trataaiento alcalino de l a  fraccidn HC en l a  f o r  -
m a  antes indioada, 7 a1 oabo de 70 1/2 horas se ILevd a cab0 l a  reauc- 
ci6n siguiendo l a  tdcnica descripta por Tanaka y c o l .  (1964). Se agm- 
garon a l a  solucidn alcalina de l a  fraccidn HC 0,340 g do b o r o h i h r o  
de sod i o  y se mantuvo a 5 O  durante 266 horas m 8 s .  A l a  mezcla de 10s 
amino6cidos fenblicos ( 6  a), pero no sometida a1 tratamiento a lcal i -  
no, se  agregaron 68 mg de borohid-mro de s o d i o  y se mantuvo a 5 O  aura2 
t e  140 horas. 
Los espectros de absorci6n ultravioleta se registraron a dife- 
rentcs tiempoa (Egura  54, 3). 
A 1  oabo de 266 horas de t r a t a e n t o  oon borohidruro, l a  reduc- 
cidn de l a  fraccidn HC se completd   ana aka y Pigman, 1965) por agrega- 
do de cloruro de paladio d i h i d r a t o  (purificado, 34 mg) y b o r o h i d r ~ o  
de sodio (91 mg) con agitacidn vigorosa. Se mantuvo durante una bora a 
temperatma ambiente y se elimin6 e l  exceso de reductor por agregado 
de soluci6n de Bcido ac6tico 1 N hastd pH 5-6. Se llevd luego a alc- 
nidad y se ~ g i s t r b  e l  espectro de absomi6n ultravioleta (Figma 54, 
C )  
A P E N D I C E  
E S 2 U D I O S  D E  D I A L I S I S  
I) CONTROL DE U S  MED(IBRANAS MODIPICADAS 
50s estudios se efectuaron siguiendo l a  t6cnica indioada para 
l a s  di4lisi.s analftioas y utilizando l a  fraocidn HC oomo muestra pa- 
tr6n. 
Los pomentajes ds material no dializado se obtuvieron para 
l a s  mernbranas modifioadas y s i n  modificar, a intemalos regulares de 
tiempo (Tabla 64). 
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De 10s g d f i c o s  de logaritmo de porcentaje de soluto s i n  dim- 
zar  en funcidn del tiempo de di&lisis (Figura Y O ) ,  trazados para cada 
t i p 0  de membranas, se comprobd que l a  reduccibn del t a m d o  del poro 
por calentamiento o por acetilaci6n result6 efectiva. For otra parte 
se pudo observar l a  heterogeneidad de l a  fraocidn HC deduoida de l a  
disoontinuidad de l a  curva, &do que para distintos czamponentes Las vg 
locidades individuales de difusibn son sufioientemente dciferentes. Los 
estudios de Craig y ool. (1957) realizados sobre poUp6ptidos y pro te i  
, nas, i n a c a r o n q u e  a menos que existan asociaciones moleculares o con 
I 
! l a  membrana, un aoluto puro debe dar en este t i p 0  de gr6ficos una lf- 
nea recta (Rgura 71). E n e l  caso de l a  fracci6nHC l a  f a l t a  de linea- 
l idad  observada indic6 l a  posibilidad de es ta r  en presencia de t r e s  o 
mds ocrmponentes de d i s t i n t o  peso molecular, resultados que fueron o o i s  
o i d e ~ t e s  oon 10s obtenidos  or - cromatograffa sobre geles y electmfore -
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olomro de s o a a  (1:10, en paso), rel&aibrs e,qavaXant;e a la que prssea 
faban las mwatrae a pusffiuar, Se s~plearon membmnaet modiftoadas por 
A partir de la curva de pomerntaje de solu$o d i d i z a d o  en fun- 
rsoibn pox @.&sie: 35 minutes para m a  renou%bn d;sl cloruro de s o a o  
del 75 $$ y de 55 minutes para urn runocf 6a del 85 5. Experienaias de 




En general ha s i d o  enoon'bmdo ( C r a g  y King, 1955) que ea-be t& 
po de ountaa son reproduaibXa~l y para ompwstos yuros presentan siem- 
s r e  la m i s m a  forma (mguxa 73) .  
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~sproteinlseaf~s ZG ira~oidn IM con pnonase, utillearndo urn mnbq 
de aodio 0,1 1. Los  rasoltsdos (Pigura 74$ Tabla 61) indloeron en eate 
t U t f ~ o  oaso an imn~ea*t;o det2 25 $. 
COEG&USX OM 
I 
I Lo@ es*w&oa de rB.&.isfs ~f@~s-&t;t8d0~ penniten af imr qw 10s 
I p50;oduotoa obte,adoa por erctracoi6n alcaUns de l a s  seaillas de DLBdit-  
I 
I s ia  triaoa&ho~ dlif"u#de#i pamA&Xme?z% a tmv&s &a la menbrsna sin fll0.Q 
ficstr, y en e1 Qaso parkLcular dis la fracel6n HC se -bratadan de crow 
gwsf 6s &a bajo peso moleau2ar. 
Pox o*fia parbe exkstea mfsmn~ias { ~ c ~ a i n  y S~I;UBWBT~ 3.936) de 
qw el tmtzmieato da 3.08 t a b ~ s  t 'b  &i.&i~f s sun soXuaio~es da ~ b r 6 x & -  
doi de aoitio prodwe utn a w n t o  de Xrt poro~idad de las membnmaa, C u m -  
40 ss lhv& a oabo la axt;moakbn dr3 las 'laa&asX&Lofi3as oon%scoXando la 
@%@>a &e ~ a % * ~ a c i 4 ~ t  par i 3 ; k & ~ . ~ i i ~ ,  se veaf ia6  ( r e a o ~ ~ v o  fend- 
&@%do aUfWo~so)  la p d r & b  &@ 4~aBsfid e * d ~ a  gor pabsajs a t m d o  
de la mambrana. 
E s t o  explioada asimismo l a  f a l t a  de reproduaibiUdad observa- 
ha en e l  metodo de aisl&en%o empleado, a e n t r a s  que l a  djfusidn de 
10s compuestos de menor p e ~ o  molecular j u s k i f i ~ a d a n  10s bajos rendi- 
mientos obtenidos en 10s m6todos de purifioacidn de las fraccf ones HA, 
HB y HC que imoluoran l a  t6crxLca de d j ~ s i s  en alguna de sus etapas. 
For &limo, l a  mp6tesi.s de que l a  fracci6n HC tiene bajo peso 
molecular parecerfa e s t a r  en oontraposicibn con e l  hecho de que l a  u g  
ma ha s i d o  aislada de una soluoibn que fue dializada por m6s de t r e s  
drlas. Eln efecto, ouando l a  fracci6n HC se dializb en sistema oerrado 
contra agua se obsemd que a1 oabo de 24 horas e l  57 $ del material 
i m c i a l  (Tabla 64) pas6 a travds de l a  membrana y al oabo de O C ~ O  &fas 
d i a l i s 6  otro 29 $, puedando mtenido solamente un 9 oomo material no 
diaLizable. Resultados equivalent es  se obtuvieron con menbranas rnoa fe  
cadas (Tabla 64), aunque con un mayor porcentaje de material no dial&- 
zable (Egura 70).  Sstos resultados pueden ser errpljcaaos suponiendo 
una fuer te  tendencia de egos oompuestos de menor p s o  molecular a aso- 
c iame con 10s de mayor peso molecular, separados luego como hemicelu- 
losas A y B, para formar agregados de tmaEo suficiente como gara s e r  
reteniaos en e l  tubo de di&lisis, Este t i p o  de asooiacidn molecular ha 
si do enoontrada en otms hemioelulosas (Blake y RLc'hards, 1971 a,b) . 
E s t a s  consideraciones han s i d o  expuestas con mayor detalle d d j s c u t i r  
10s resultados obtenidos con l a  hemicelulosa C. 
D I S C U S I O N  S O B R E  L O 3  I h ! I E T O D O S  
U 2 I L I Z A D O S  E N  L A  I D E N ! r I F I C A C I O N  Y 
V A L O R A C I O N  D E  L b S  A Z U C A 3 E S  F O R  
C R O X A I C O G R A F I A  G A S - L I  Q U I D 0  
La i dentif icaci 6n cuali tat iva de 10s monosac4ri dos componen%es 
de las fracciones aisladas, por hidrbkisis Qcida t o t  a1 g cromatograffa 
sobre papel, indic6 l a  pmsencia de una mezcla oomple ja de polisacdri- 
dos. Los imrtentos de valorar ooloxim6triomente l a s  hexosas, pentosas 
nidas a p a r t i r  de las mismas por 10s m4todos de purifioacidn y/o fmc- 
c i  ommiento y degradaoibn, oonfLmnaron 10s resultados mter iores  . Las 
CiLfioultades inherentes a este t ipo de a d l i s i s  para l a  detelncinacidn 
de l a s  relaciones molaxes y l a  necesidad de aisponer de una tecnica 
qua u t i l i za ra  pooa cantidad de material y permitiera l a  identificaci6n 
y valoraci6n s i m u l t b a  de 10s monosacAri dos, dete-naron e l  uso de 
l a  ormatograffa gas-lfguido en 10s estudios subsiguientes. Para eUo 
se l lev6 a cab0 l a  puesta a punto de 10s m6todos a u t i l i a a r  (vex Parbe 
&perimental), ouyos aspeotos m6s importantes e s t h  disoutidos a oon- 
tinuad6n. 
CBEENCION DE LOS MONOSACARIDOS COlY@OMENTES 
E l  prfmer paso en e l  a d l i s i s  de 10s hidratos de oarbono WXL- 
dos cuvalentemente, oonsiste en l a  ruptura iie l a  w1i6n &cosi&oa pa- 
ra obtener 10s monosac&xidos oomponentes. E s t o  se l leva  a cab0 general- 
mente por Ix~dr6l js is  oon aoluci6n acuosa de acid0 0 por medio ae resi- 
nas intercambiadoras de oationes (foma protonada) . Un metodo alterma- 
t ivo  es l a  ruptura por medio de l a  metan6lisis, con obtencibn de 10s 
metilglic6sidos. Esta t6onjca es e l  procedimiento de ruptura m a s  s i m -  
ple para e l  a d l i s i s  de 10s 'hidratos de carbono por cronatograffa ga- 
seosa: l a  marcada estabilidad de 10s me-trilglicbsidos durante l a  metan4 
l is is ,  l a ,  re-N-acetilaci dn y l a  t r imet i ls i l i lac i6n (Clamp y 001. ,1967) 
crontrarrestra e l  problema de l a  fomacidn de, anbmeros. La tdcnjca pre- 
senta ademds otra se f ie  de ventajas: 
a) LOS metilglic6sidos de manosa y galactosa son separados adecuadaueg 
t e  (Figwas 15, 16 y 17) a diferencia de 10s azbcares l i b r e s ,  para 10s 
que se observa superposicidn de ciertos pioos (Oates y Schrager, 1967). 
b) La metan6I.isis protege 10s grupos reductores como metilglicdsidos y 
reduce, por l o  tanto, l a  posibilidad de reacciones laterales.  
c)  Los grupos carboxilos de 10s &cidos ur6nricos y s i ~ c o s  on oonver- 
Wdos en sus ee.lterea m e ~ U o o e ,  10s ouales son no s61o m&s estables sL 
no que son dezivados apropiados para l a  cromatograffa gaseosa. 
d) Luego de l a  metanblisis, c a b  monosac6rido da lugar a varjos picos 
(Tabla 55). Algunos sistemas analfticos, basados en l a  'hidr6lisi.s 6ci- 
da, imluyen l a  reduooidn de 10s azficares l ib res  a1 oorrespondiente 
hardt y mnzler ,  1968) con l o  que se obtiene un &CO pic0 en l a  cromg 
tograffa gase osa. &saf ortunaaamente, en 10s materiales vegetales y en 
especial en 10s polisac6ridos comple jos, hay por l o  general c ier to  gra 
do de oontaminacibn Itbackground" (Figwas 76, 77 y 78) y l a  ident i f ioa  
oidn de un monosac&rido por l a  apariencia de un bnj_co pico es a menudo 
diff c i l .  De ahf que l a  presencia de un multiplete caracterfstico cuyos 
picos presenten tiempos d.e retencidn relatives y proporcidn de l a s  
Areas oonocidos (Tabla 55),  pemite  ident i f icar  cualquier monosac&rldo. 
e )  Otra ventaja de 10s multipletes resulta evidente cuando hay superpp 
sici6n de picos de dist intos monosac6ridos: como l a  proporcidn de l a s  
&reas es  oonstante, dentro d~ 10s l imites del error  eqerimental (Tam 
bla 55), l a  cantidad del monosac~rido puede s e r  caloulada a p a r t i r  de 
10s picos no superpuestos (Rigma 77, ver Tabla 55). 
f) Los ~ n o d c i d o s  como selina, treonina, prolina, dciaos glutS3nico y 
4 
.m+ - 
. E" -* - 
este proced;imieulto (CXamg g ool. ,  l96?)* 
g) Loa 0-tzime.tlXsSTS1 derfvados de 20s metiZgl.%a6sldoa maa3ltaron se r  
l o a  desjrvados n98 adeauados para la idsn%ificac%bn y val.ozud@j-ih siratxl- 
t b a  de todo8 Jsa motnosac6rr~dos cu;izpoma%es i3@ las rnws*r@, en 
a o o  grocedim2en%cz y sabre Tas P ~ e s  lfqaidas d;ispon&bles en nwstra 
3kboraZlori.o. . 
=9?mX%Xr!&D .W , LOS EPOHOSAC&mLIDOS 
La ealabifl&d bagct &Lat&ntas rsondS.c%oms de ~nstasl6-2-2sis ib 
lo@ rnoao~ac&~dos csonmea5e ertcan%radaa em. l o s  mrkezi clrles bf o lb&co~  
ha sido extensivrrmente eatudfada par Chambers y Olemp (1971): todos 
30s m s ~ u ~ a c ~ d o s  son estables hasta uaa c30ncenLracibn de olomro de 
lxidr6gsnb en metaml 2 66: a 850 y l % s 2000, emep%o 20s Qcidos hexou- 
r6nicoa (p4rdjdas b l  3 $ y g $, ms~pectivame~ta), A corwentracionea 
a supefioree3 l o s  monwac&x%c3as tafsen destmooS6a en d%st9nta rne&da, BE 
c&?kdos trataaos con cloxuro t3.e Mdrdgeno 1 I en metanol a 8 5 O  durante 
24 Bora~ Con Zasj m d p u ~ s t a ~  ml~tLvas malnres obtearidw por %ELB~c~%SXB& 
191a.cS6a tkllrecta &e metilgUc6aidoa aut6nt~coa, y no aa~aa~tmzron &fa-  
C +.enn+aa sign%ficatLvas, lo qwe Indriofr qah no se pra4wen pQrdida~. La 'Pabla 56 musstra >as respwstas relativas molares, obteld- das en nues%sa caso, para 10s monoseoi$~dos tratadios ctan c l o r w o  de b&- 
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*no 0,5 M en metanol a 65 durante 16  horas (d todo  1, ver  Parte 
e w e e e n t a l )  y dex&vatizados, y l a  Figura 55 da tambien 10s valores 
ermontrados para l a s  mspuestas relat ivas molares (pendiente de l a  rec 
.I 
fa)  obtenidas por t r lmet i l s i l i l ac ibn  de 10s metilg?.icdsidos sintetiza- 
dos por e l  mdtodo 2. En ambos casos, l a s  respuestas relat ivas molares 
odouladas son del orden de l a s  Lnformadas p o r  distintos autores (.Clap 
Y ool*, 1967; Bhatti y cola ,  1970 y referenoias a l l5  oitadas). Las di- 
ferenoias observadas entre 10s dos metodos han sido atribufdas funda- 
mentalmente, dadas l a s  oolldioiones suaves usadas, a l a  pdrdjda de azfi- 
cares duan te  l a  etapa de remoci6n del acid0 clorhfdrjco, aunque no se 
exoluye, para ambos valores, l a  posibilidad de destrucroi6-a dmante l a  
inyecci6n en e l  oromatdgraf o ya que se empled chars de inyecci6n y cg 
l u m m s  m e t ~ c a s .  Chanbers y C l a m p  (1971) enoontraron que l a  remoc&bn 
del 6ci do c l o r b i ~ o o  en met an01 p o r  evsporacidn al vacio produoe l a  
p8rdida de 10s m e t i l ~ c 6 s i d o s  (pomentaje vadable  s e g b  e l  monosac&- 
rido) y l a  aparici6n de picos extraSios en e l  ommatograma prmenientes 
( W u l f f ,  1965) de l a  aegradaci6n parcial de 10s metilglic6sidos. 
Con todo, teniendo en cwnta l a  menor concentracidn de h i d o  
clorhfdrjoo uti l izada ( 0 , 5  M) y e l  uso de l a s  xespuestas relat ivas mo- 
l a res  obtenidas siguiendo l a  misma tecnica que para l a s  muestras an&: 
zadas (m6todo 1, 'Pabla 56), l a  remoci6n ael &cidc c l o r ~ ~ c o  se Uev6 
a oabo por evaporaoi6n directa bajo corriente de nitrbgeno, A diferen- 
c i a  de l a  t6cnica de neutraLizaci6n con carbonato de plata que puede 
producir p4rdkda de 10s aztioares, especimente  ~ECL patrdn interno, 
por adsomibn sobre l a s  sales insolubles de plata, es ta  tdcnica pemi- 
t e  rea l izar  e l  prooedimiento t o t a l  (desde l a  me tad l i s i s  basta l a  %xi- 
metilsi l i lacibn) en e l  mismo tubo. 
El procediniento general de metan6l;isis (~rooedimiento 1 )  fue 
modificaao de manera de producir l a  ruptura de l a s  miones glioosfdj- 
cas en condiciones m6s suaves (~roceaj_mjento 3: 1,5  hora a 650) y de- 
t e ra inar  e l  Qcido N-aceti~nema;nulnico, o en condiciones m6s edrg ioas  
(~rooedimiento 2: &ciao tr5fLuorac8lico 2 N a 1210 durante 2 horas) pa 
r a  l a  recuperaci6n t o t a l  ae 10s aslrinoazllcares (ver a continuaci6n). 
Con respecto a es ta  tfltima tbonica, Albersheim y 001, (1967) estudia- 
ron l a  b id rb I . i s i s  de 10s polisacfiri dos de Las paredes oelulares y en- 
oontraron ser3.a~ d i f ioa tades  para lograr un compromiso adecuado entre 
l a  degradacibn d.e 10s oomponentes liberados y l a  l i i d r b l i s i s  incompleta, 
I resultando un tiempo 6ptimo de 1 hors para l a  mayoda de 10s asboares. I En nuestro caso, 10s a d l i s i s  se  llevaron a cabo mediante aslbos proce- dimlentos (1 y 2) siguiendo para este rfnltimo l a  tdcnica de Reinho3.d 
I;os asth~azes son estzrzblee en eaa@ oon&%ef ones ( A l b e p s ~ i m  y co1. ,396?b 
h s  diferencias enfre 10s dafos obielii dos por amboa proeedimislltoa (a 
g m  789 Tabla 66) res~tarcm,  sxcrgp$o pa= 3a gluooa8~nix.m ouuu asa 
I 
de esptdmr, dentrr, O e l  Piargea cle e m r  ifsl ~ ld todo  ( 2  6-10 $). 
En gene- a 1  emplea de ~idr6Iisfe 4cida pro&uce una naror des -
tracoibn de Xoa Ndratos at3 oarbono que La netmi63.%ais (~aff, 1965 ), 
pleSos, difici3.e~ de interpretax, cuanto e~tr;.e~ias son 3.88 condici9 
WE. Zn efecto, Chambers y Clamp (1971) Snd5oarun 9k.m un c&srbo nbem 
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Be degpadaoibn de &no&oidos e hidrafos de carbon0 (Wolfrom y Kashimg 
m, 1969), pueden aparecer en &st intas  sonas del cromatograma. 
El W o  de factores de correccibn relacionados con l a  velocidad 
dsstruccibn de cada az6car se& e l  procedimiento empleado, s610 
puede ser oonsiderado en wla primera aproxiaac~6n dado que l a  ruptura 
v d a  oon cada polisac6rido (Reinhold, 1972). 
Pox a t i m o  cabe mencionar que e l  procedimiento 2 no hidroliza 
(~almadge y col., 1973) 10s enlaces @;licosidicos de l a  celuloslt, hecho 
observado en nuestras experiencias (ver por e jemplo, l a  cnmposicidn en 
monosac6ridos de l a s  fracciones remanentes de extraer l a s  hemicelulo- 
sas (fraccibn Sh) y l a s  hemicelUosas y l a s  sustancias pgcticas (frac- 
cibn SQ, Tabla 27), en l a s  que no se obsema un incremento considera- 
ble de l a  cantidad de glucosa y para l a s  que se obtuvo, al f i n a l  de l a  
metanbusis por e l  procedimiento 2, un res i  duo insoluble apxeoiable) . 
E l  metodo no hidxoliza cuantitativamente, adem&, l a s  uniones 8-(1+4)- 
glucosfdicas de 10s filoglucanos, y produce l a  degradacidn y pdrdida 
de l a  mayoda de 10s r e s t o s  uranoaflicos 
 o ones y Albersheim, 1972). 
En c a b i o ,  e l  proce&miento l ibera  in tacto  todos  10s otros azdcares 
neutros. 
De todas l a s  uniones encontradas en l a s  glicoprotefnas, l a s  
m6s resistentes a l a  metan6lisis parecen s e r  l a s  @-(1-4)- entre l a s  
unidades de N-acetilglucosauxina. Si se produce l a  desacetilacidn de 
guna de l a s  acetamidohexosas imrolucradas en e l  enlace; l a  especie cay 
gada resultarfi mucho mQs resistente a l a  ruptura por e l  Qcido. A dife- 
rencia de 10s valores infomnados p o r  Chambers y C l a m p  (1967), que obtu  
r ie ron  l a  l iberaci6n ouanldtativa de l a s  acetami dohexosas &das p o r  
este t i p o  de enlace con cloruro de hidrbgeno 1 M en metanol a 85O, Le- 
vvy y cola  (1970) enoontraron que l a  metan6lisis es adecuada para 10s 
azficares neutros zero l a s  acetamidohexosas son me j o r  ~ d r o l i z a d a s  con 
soluci6n acuosa de Qcido. Reinhold (1972) reconnlenda para 10s anrinoazg 
cares e l  tratamiento previo de l a  muestra con 6cido tr if luorac8tico 2 
N a 121°  durante dos horas (~rocedimiento 2 ) ,  seguido del procediraien- 
t o  general de metan6lAsis. La Tabla 66 ( ~ g u r a  78) muestra 10s results 
dos obtenidos para l a  glucosamina con y s i n  e l  tratamiento prev io  (pro_ 
cedimientos 2 y 1, respectivanente) de l a  fraccibn HC3-1, obsellr&dose 
' e l  incxemento en l a  l iberacibn de l a  misma con e l  tratamiento previo. 
/ Este hecho es particulamente importante dada l a  probable existencia 
de l a s  unidades de glucosamina s i n  ace t i la r  en l a  mol6cula del polisa- 
c&xi.do (ver Efectos de l a  ext.racci6n en medio alcalino, p6g. 48). 
La metan6lisis de una acetamidohexosa produce una mezcla de 
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l a s  formas amino l i b r e  ( L ~ d o d e g  y Dorfman, 1960) y acetamido &iffoil 
de valorar y que a w n t a n  l a  canple j idad Cie 10s cromatograslas . En efeg 
t o ,  l a s  acetamido'hexosas tratadas con clorhfdrico rneta~lblico pero no 
re-&acetiladas diemn lugar a picos extras en l a  zona de l a  manosa y 
de l a  galactosa (Chambers y Clamp, 1971), que fuemn identiflcados co- 
mo 10s correspondientes metilhexosaminidos por comparacidn con 10s 00% 
puestos aut4nticos. De ahf que e l  paso de l a  re-N-acetilacibn (ver Tra 
tamLento de 10s produotos de me.t;anb~sis,  phg. 155) sea esencial para 
e l  an6l is is  de 10s aminoazficares y s e m d a ,  asimismo, para l a  N-aceti- 
laoidn de 10s gmpos atnj.nos l ib res  presentes originariamente en l a  mo- 
~bccd.a. 
D E T m H A C I O N  RE LOS ACIDOS HEKOURONICOS 
La cromatograffa gaseosa es aplicable a l a  iietemnacibn do 
10s Acidos urdnicos s610 mediante mdtodos especfficos (Jones y Alber- 
sheirn, 1972) y en l a s  condiciones experimentales usadas, 10s datos in- 
formados para 10s 6cidos galacturSnjco y glucour6nico pueden no sex 
cuan-f;Lta%ivos (ver 10s efectos actes mencionados). La aetemcimcj6n 
por  cromatograffa en papel tiene tanbi6n escaso valor debido a i a s  p6r -
didas producidas durante l a  h i d r d l i s i s  y 10s pasos de neutrrilizacibn. 
Como en 10s m6todos colorjm6tricos (ver Parte Experimental) l a  mspueg 
t a  puede es t a r  i r f l u f d a  por l a  naturaleza de3 Acido ur6nico o su  entoy 
no molecular, l a  deteminaci6n cuantitativa en aquellos casos en que 
no ha sido identifictado o e l  pol;isac6rj_do presenta m a s  de un t i p 0  de 
Acid0 u r b n i c o ,  se l leva a cabo por  t i tu laci6n o p o r  descarboxilacibn 
(ver Parbe Experimental). 
EFEC'PO DE LOS CONTAMINANT= 
Los contaminantes de naturaleza o r g a c a ,  oomunmente encontra- 
dos en 10s materiales de origen vegetal, no interf ieren en l a  metanba 
sis o en l a  tr5.metilsililaci6n9 aunque pueden producir picos extrafios 
en 10s cmmatogranas. 
En presencia de cantidades considerables de sales,  l a s  mspueg 
t a s  re la t ivas  molares , especialmente l a s  de l a s  acetami dohexosas , son 
menores que l a s  esperadas. 
E l  exceso de reactivos, 10s picos extrafios y 10s posibles pro- 
ductos de degradacidn antes mencionados, deterainan que e l  solvente 
apamzca oomo un ploo oomplejo a h  en 10s casos de muestras relativa- 
rnente sencil las (Egura  79, Tabla 48) . 
d l .  
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Este trabajo de I e s i s  tuvo por objeto e l  estudio del sistema 
de polj.sac&idos aislado Be l a s  semlllas de Gleditsla trlaoanthos. En 
d l  se presentan: 
1 )  Una introduccidn donde se sefialan l a s  prinoipdes propiedades que 
confieren a l a  f amilia de l a s  LegumLnosas considerable importancia 
dentro de 10s vegetales superiores, y l a s  caraotedst ioas  botSnicas 
del gbnero Gleditsia y de l a  especie Gleditsia triacanthos. 
2 )  Para una me jor oomprensidn del tema de investigacidn encarado, ca- 
ractsrizado no sblo por l a  diversidad y l a  mpli tud del enfoque, si- 
no tambi6n por l a  abundante l i t e ra tu ra  relacionada con e l  mismo y 
que recidn se ha hecho especffica en 10s f i l t imos aEos, se  procedid 
a revisar  10s cagitulos tedricos correspondientes. A 10s efectos de 
l l e v a r  a cab0 es ta  re-sibn dentro del margen d a i m o  compa'tclble con 
dicha camprensibn, ~ 6 1 0  se incluyeron aquellos aspectos considera- 
dos in&i.spensables. Este resumen te6rico abarca: 
a )  La descripci6n de 10s polisac&ridos de semillas de leguminosas, 
en especial en relacidn con su funcidn (estructurales o de resez 
va),  10s estudios llevados a cabo en nuestm pafs sobre e l  gkne- 
r o  Gleditsia y 10s trabajos qufmicos realizados hasta e l  momento 
eobre l a s  sez i l las  de Gleditsia triacanthos y 10s poUsac&ridos 
aislados de l a s  mismas (galaotomananos) . 
b) La enumeracidn de l a s  carac teds t icas  de l a$  protefnas de semi- 
l l a s  de leguxainosas, f unaamentaUente l a s  de resemra, y de l a s  
protefnas estructurales de Bsta y otras fuentes, a 10s efectos 
de marcar l a s  diferencias entre ambos t ipos de protefnas. 
a)  Con l a  misma finalidad se imluye l a  descripcidn de l a s  glicoprg 
teinas de origen vegetal, tanto de l e g ~ n o s a s  oomo de otras fa- 
milias, diferenciQndolas entre estructurales y no estructurales. 
Se detallan 10s t i p o s  de uni6n hidrato de carbono-proteins quc 
pueden presentar estos compuestos . 
d) Una descri,pcidn de l a  f orma y estructura de l a s  paredes celula- 
res de vegetales superiores, l a  composici6n qdmica de l a s  mis- 
mas y 10s mdtodos empleados en l a  determiaaci6n de l a  estructura 
molecular, Se resume e l  &co estudLo sistem&bioo sobre l a  es- 
tructura de l a s  paredes celulares, efectuado por Albersheim y 




e )  Dado que 10s prinaLpales m6todos empleados en l a  detenrbnacibn 
de l a s  es t ructwas y e l  t i p0  de j_nfomacibn que d s t o s  pxopomio- 
nan son ampliamente oonocidos, s6lo ae disoutieron en detaXle 
10s m6todos de extraoctbn, en part icular  l a  extraccidn & c a n a l  
y l a s  mod5fioaoiones producidas durante l a s  extracciones, Asimig 
mo se i n c l u y ~ ,  a1 f i n a l  de es te  trabajo, un ApQndioe donde se 
descrjben 10s estudios realizados emgleando l a s  tbonicas de did- 
Usis, y l a  disousL6n sobre 10s m6todos utilizados en l a  identi- 
fioaci6n y valoraoibn de 10s azrlioares p o r  oromatogmffa gas-U- 
quido, en raz6n de l a  inportancia que para l a  obtencibn de 10s 
resultadoa en e l  an&sis de 10s sistemas de polisac6ridos evi- 
dencia es ta  dltima t6cnica. 
3) Las carac teds t icas  del estudio malizado y l a  variedad de datos ob_ 
tenidos determinaron que, para lograr  una mayor alarjdad en l a  pre- 
sentacidn de 10s resultados, se hic iem necesax5.0 separar l a  des- 
cApci6n de l a  interpretaci6n y disousi6n de 10s misrnos, La descx5.e 
ci6n abarca 10s resuLtados obtenidos en e l  estudio de las serniXLas, 
de 10s p o ~ s a c & r f d o s  componentes del sistema (gdactomananos, Ifhemi -
c e l u l o ~ a s ~ ~  y llsustancias p6cticas11), de l a s  extraociome omlzactas y. 
de 10s polisac&zidos solubles en solucidn de urea, y en e l  estudio 
detaLlado de l a s  llhemicelulosastl A, B y C, Para l a  discwibn, 10s 
p o l i s a c 6 ~ d o s  fueron divididos en dos grandes grupos: solubles e i _ n  
solubles -. en agua, y sobre estos 6ltimos se acentud l a  evdLuaci6n y 
discusid6 de 10s resultados obtenidos cpn l a s  llhemicelulosall A, B 
y C. ~ l & e n t e ,  de l a  integracibn de 10s resultados fue posible 
postular estructuras moleculares tentativas para 10s pfincipales 
fmgmentos y l a  naturaleza del enlace polisac&fido-protefna, y de* 
var  l a s  conclusiones sobre e l  estudio del sistema de p o U s a c ~ ~ d o ~  
de l a  semilla de Gleditsia tfiacanthos, El meumen de dichos estu- 
a j o s  figura a continuaci6n: 
ILas extracoiones efectuadas con 10s distrintos solven%es sobre 
91 residuo remanente de. -agotar e l  material por extsaccibn acuosa, 
hondujeron a l a  obtenb.$$n b3. mismo produoto ocmrpb j o  y l a s  caractg 
d s t i c e s  del Gsmo de&iG&o; de l  mdtodo de aislamien6 empleado. En 
todos 10s casos, l a  t ~ i d r b l i s i s  d io ,  en adioi6n con l a  g a l a c t o ~ a  y
l a  m-sa del galactomanano remanante, l a  mescla de 10s a z b & e s  
plcos, principalmente, de l a s  sustancias pdcticas ( 4ci do gdLactur6- 
Uoo, arabinosa y galactosa) junto con menores oantidades de fuoosa, 
-ma y h i d o  gluourbnico, y 10s amjnoBciaos y l a  glucoaarrcina pro- 
pioe de ,la8 proteinas y glicogrotefnas de resemra ds laa ler;zminoaas, 
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El an&isis de l a s  diskirrkas fxaociones a;isladas, y 10s estu- 
d i o s  efectuados con e l  objeto de obtener una oaractefisacibn m&s as_ 
ta l lada de 10s fragmentos sobre 10s productos resultantes de l a  ex- 
t racci  6n alctauna, permritieron proponer estrucfuras tentativas para 
10s polisac6ridos ocmponentes del sistema. Los polisac6ridoa identi- 
fYcados fueron 10s siguientes: (1) galactomanano, oon una estructu- 
r a  b&sica simLlar a l a  de 10s ds lados  en l a s  extracciones acuosas 
per0 de manor corrtenido en galactosa (relaoi6n Man:Gal 4) ; ( 2 )  ara- 
bano, pmsente en proporciones importantes en todas l a s  fracciones 
crudas (fucoarabano); (3) galactwonano, consistente en una oadena 
l i n e a l  de Acido galactuxdnico que oontiene mstos  arabinofuranosfll& 
00s en l a s  cadenas la te ra les  y swti tufdo tambiQn, posiblemente, 
por widadas de xi lose en 0-2 r( 0-3; (4)  galactano, presente en me- 
nores proporciones; ( 5 )  xilano, de estructura similar a l a  de 10s 
d l a n o s  hemicelul6sicos ; y (6)  gluoano, en m u y  baja relaci6n. En l a  
Tabla 53 se resumen 10s resultados obtenidos de esemar semicuanti- 
tativamente l a s  proporciones mla t ivas  de 10s polisac&-5dos en c a b  
fracci6n (10s recuadros muestran 10s polisac&dos definitordos de 
cada fracci6n). 
Los resultados indicaron que hay fragmentos estructuralmente 
bien definidos, mientras que o t r o s  aparecerfan como suma de f r a p e ~  
t o s  distfntos. Los ocunponentes pueden no e s t a r  t odos  imoluorados 
en La misma estruotura (macromoLQcula) pero e d s t e  suficiente evi- 
dencia a favor de adstintos t i p o s  de entrecmzamiento, que t e n w a n  
cono eje  principal un core de protefna a1 cual estan'an unidas l a s  
cadenas de poLisac6ridos. Estas s e d a n  fragmentos esencialmente li- 
males ,  en promedio coxtos, y e s t a d a n  unidos entre sf (&ones co- 
valentes y no covalentes) , confiriendo al sistema t o t a l  l a s  caract2 
l l e  de l a  puasta a punto de l a s  mismas, en 10s casos en que fue ne- J 
cesario, junto con su aplicacL6n aL a n a i s i s  del sistema de polisa- 
dos estuitiado. 
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